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INTRODUCTION 
 
 L’infection par le Virus de l’Hépatite C (VHC) concerne environ 180 millions 
d’individus dans le monde [1] et reste une préoccupation majeure de santé publique à cause de 
l’évolution silencieuse et péjorative de cette maladie. En effet, près de 80% des sujets infectés 
n’éliminent pas le virus après la phase aiguë et évoluent vers une infection chronique. Pendant 
une vingtaine d’année en moyenne, l’infection est asymptomatique, malheureusement environ 
20% des patients vont développer une fibrose hépatique, puis une cirrhose, et parmi ces cas, 
5% par an développeront un carcinome hépatocellulaire (CHC) [2]. 
 Le VHC a été découvert en 1989. Il s’agit d’un virus de petite taille, enveloppé, avec 
un génome constitué d’un ARN positif simple brin. Ce virus, strictement humain, est 
caractérisé par sa grande diversité génétique. En effet, l’absence d’activité correctrice de son 
ARN polymérase ARN dépendante alliée à un niveau de réplication très élevé sont à l’origine 
d’un polymorphisme viral majeur. Ainsi, la classification du VHC revue en 2014 décrit 7 
génotypes (notés de 1 à 7) partageant au moins 70% d’homologie de séquence, et 67 sous-
types [3], et cette diversité s’exprime également à l’échelle de l’individu avec la notion de 
quasiespèce. Cette grande diversité génétique conduit à des difficultés dans la prise en charge 
de l’infection. D’une part au plan préventif, comme pour le VIH, la variabilité virale du VHC 
ne permet pas pour l’instant l’obtention d’un vaccin efficace malgré de nombreux essais [4, 
5]. D’autre part, au plan curatif, plusieurs traitements ont déjà été proposés avec des succès 
importants. En effet, après l’utilisation de l’interféron standard, les traitements ont longtemps 
reposé sur la bithérapie associant l’interféron pégylé et la ribavirine. Cette ligne thérapeutique 
a permis l’éradication virale chez 80 à 90% des patients infectés par les génotypes 2 et 3 mais 
seulement chez 50% des patients infectés par les autres génotypes, en particulier le génotype 1 
qui est un des plus prévalent en Europe et en Amérique du Nord [6]. Cette différence de 
sensibilité au traitement selon le génotype a donc conduit à de très nombreuses études sur les 
facteurs prédictifs de réponse au traitement. Il est ainsi apparu que l’âge, le sexe, la charge 
virale initiale, le génotype viral et très récemment plusieurs polymorphismes génétiques 
(SNP : single nucleotide polymorphism) situés autour et dans le gène codant l’interleukine 28 
étaient des facteurs prédictifs de la réponse au traitement [7]. Concernant la diversité 
génétique virale, plusieurs régions du génome pourraient être impliquées dans l’échappement 
thérapeutique ; la région de l’enveloppe et plus particulièrement HVR1 et la région NS5A 
avec plusieurs domaines PKR, ISDR et V3 ont été particulièrement suggérées [8]. L’arrivée 
en 2011 des premières molécules inhibitrices de protéase et en 2014 des molécules de seconde 
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génération ainsi que de nouveaux inhibiteurs de polymérase et de NS5A avec une activité 
pangénotypique représentent une véritable révolution thérapeutique et fait naitre l’espoir 
d’une éradication de cette infection [9]. 
 Une précédente étude, menée au laboratoire de Virologie du CHU d’Angers chez des 
patients infectés par le VHC de génotype 1b, avait montré une diversité génétique supérieure 
et statistiquement significative de la quasiespèce virale chez les patients répondeurs à une 
bithérapie par rapport aux patients non répondeurs, la région V3 du gène NS5A étant 
prédictive de la réponse au traitement [10]. Au cours de ce travail, nous avions mis en 
évidence chez 5 patients une insertion dans le domaine V3. Après séquençage et alignement 
avec la souche de référence japonaise HCV-J, nous avons identifié cette insertion comme 
étant une probable duplication du domaine V3 [11]. Dans ce contexte, nous avons proposé 
une étude multicentrique afin d’identifier les circonstances épidémiologiques et l’éventuel 
rôle physiopathologique de cette duplication. Nous avons obtenu en 2006 le soutien du groupe 
AC11-VHC de l’ANRS pour mener ce travail. Ainsi, nous avons pu réaliser une étude 
épidémio-clinique en France, suivie d’un travail de phylogénie moléculaire inférant l’histoire 
évolutive de ces souches, des travaux préliminaires d’analyse fonctionnelle ont été aussi 
initiés. 
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CHAPITRE 1 : INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE 
 
I. Le virus de l’Hépatite C 
 
1. Caractéristiques du virus de l’hépatite C 
 
1.1. Taxonomie 
 
 Le virus de l’hépatite C a été découvert en 1989 et est considéré comme l’agent 
responsable de la majorité des hépatites de transmission parentérale et post transfusionnelle 
auparavant appelées hépatites non A non B (HNANB). En effet, malgré l'identification du 
virus de l'hépatite A en 1973 et de l'hépatite B en 1967, de nombreuses hépatites survenant 
après transfusion restaient sans étiologie et étaient alors appelées HNANB. L'agent suspecté 
semblait d'origine virale, il était transmissible par le sang au chimpanzé. C’est à partir de 
sérum de chimpanzé infecté par un concentré de facteur VIII ayant transmis une HNANB à 
des patients hémophiles que Houghton et al. ont pu identifier le VHC [12]. Cette équipe a 
construit une banque d’ADNc clonés en système bactérien à partir des ADN et ADNc extraits 
du sérum précédent. Les protéines exprimées à partir de cette banque ont été soumises à un 
immunoscreening (par technique d'immunoblot) en utilisant les sérums des patients souffrant 
d’une HNANB comme source d’anticorps [13]. Un premier complexe antigène-anticorps 
spécifique de l’agent des HNANB a été identifié (clone 5-1-1). Le clone correspondant à cette 
protéine a été utilisé ensuite comme sonde d'hybridation pour tester la banque. Ce travail de 
génétique inverse a permis l'identification d'un nouveau clone (c100). Cette protéine, 
fusionnée à la superoxyde dismutase, a ensuite permis la mise au point des premiers tests 
sérologiques. Le virus a alors été très rapidement caractérisé [12, 14]. 
Le VHC appartient à la famille des Flaviviridae caractérisée par la présence d’une 
enveloppe et d’un génome constitué d’un ARN monocaténaire de polarité positive [15]. Les 
virus de cette famille présentent des similarités d’organisation génomique et des homologies 
de séquences, ils sont répartis en quatre genres [16] actuellement répertoriés dans la 
classification taxonomique internationale (Figure 1): 
 
- le genre Flavivirus qui compte près de 53 espèces parmi lesquelles des virus 
d’importance en pathologie humaine comme le virus de la fièvre jaune [YFV], le virus de la 
Dengue [DV] et le virus de l’encéphalite japonaise [JEV], tous responsables d’arboviroses,  
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- le genre Pestivirus, comprend les virus de la diarrhée bovine 1 et 2 [BVDV], le virus 
de la peste porcine classique [CSFV] et le virus de la peste ovine ou Border disease virus 
[BDV], responsables de pathologies animales, 
- le genre Hepacivirus qui comprend le virus de l’hépatite C, et auquel est parfois ajouté 
le virus GBV-B découvert en 1995 [17, 18]. L’ajout de la nouvelle espèce NPHV (non 
primate hepacivirus), découvert chez le cheval, a été proposé en 2012 [19]. 
- la création d’un quatrième genre appelé Pegivirus a été récemment proposée. Le genre 
Pegivirus A regroupe les virus identifiés chez les primates, dont les virus GBV-A et GBV-C 
identifiés chez l’homme en 1995 et 1996 respectivement, et le genre Pegivirus B incluant le 
virus GBV-D découvert plus récemment en 2010 chez la chauve-souris [20] et l’EPgV 
(equine pegivirus) identifié chez le cheval en 2013 [21]. 
 
 
 
Figure 1. Organisation taxonomique : phylogénie des séquences NS5/NS5B des membres de 
la famille des Flaviviridae, d’après Simmonds, 2013 [22]. 
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1.2. Structure 
 
La structure virale du VHC a été caractérisée en 1994 par immunomicroscopie 
électronique [23]. Il s’agit d’un virus de petite taille (55 à 65nm de diamètre) enveloppé à 
capside icosaédrique (Figure 2). L’enveloppe est constituée d’une double couche 
phospholipidique d’origine cellulaire dans laquelle sont enchâssées les glycoprotéines virales 
E1 (gp31) et E2 (gp70) organisées en hétérodimères. La capside est composée de la protéine 
de core C (p21). Le génome est constitué d’une molécule d’ARN monocaténaire, linéaire, non 
segmenté, de polarité positive, monocistronique, d’environ 9,6 kb.  
 
 
 
Figure 2. Schéma de la particule virale du VHC, d’après Fénéant, 2014 [24]. 
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Le génome comprend un cadre de lecture ouvert unique codant une polyprotéine 
immature d’environ 3000 acides aminés (aa), qui est flanqué de régions non codantes en 5’ et 
3’ (figure 3) [25]. Le clivage de la polyprotéine par des peptidases cellulaires et virales 
produit les protéines de structures (capside, enveloppe E1 et E2 et viroprotéine p7) et les 
protéines non structurales (NS2 à NS5B).  
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Figure 3. Organisation génomique du VHC adapté de Moradpour, 2001 [25] 
 
1.3. Organisation génomique 
 
1.3.1. Les régions non codantes (5’NC et 3’NC) 
  
 Les régions très conservées 5’NC et 3’NC interviennent à la fois lors de la traduction 
et de la réplication virale. La région 5’NC est la région la plus conservée du génome du VHC, 
rendant son utilisation attractive en diagnostic moléculaire. 
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Figure 4. Schémas des régions 5’ et 3’ non codantes du VHC, d’après Dustin, 2007 [26]. 
 
La région 5’NC est constituée d’une séquence de 341 nucléotides divisée en quatre 
domaines avec des structures secondaires de type tige-boucle (I à IV) (Figure 4). Les 
domaines II à IV forment une structure servant de site d’entrée interne du ribosome (IRES). 
Un codon initiateur AUG au sein du domaine IV permet l’initiation de la traduction de la 
polyprotéine virale sans l’intermédiaire d’une coiffe méthylée. La sous-unité ribosomale 40S 
se fixe au niveau du domaine III constituant un premier complexe avec l’IRES puis eIF3 et le 
complexe (eIF2/GTP/Met-tRNA) sont recrutés pour former le complexe de pré-initiation. 
Pour terminer, survient l’hydrolyse du GTP, le relargage du facteur eIF2, l’arrivée de la sous-
unité ribosomale 60S, ces étapes conduisent à la formation de l’unité ribosomale 80S par 
l’intervention des domaines II et III. Il a par ailleurs été démontré que les domaines II et IV 
interagissaient avec la sous unité 40S [27, 28]. L’IRES peut aussi permettre l’initiation de la 
traduction par une voie indépendante du facteur eIF2 [29, 30]. La région 5’NC interagit aussi 
avec de nombreuses protéines cellulaires telles que la protéine La autoantigen ou la protéine 
hnRNP L (heterogeneous nuclear Ribonucleoprotein L) ou PCBP (poly(C)-binding protein) 
qui stimulent la traduction, l’intervention du facteur PTB (polypyrimidine tract-binding 
protein) reste controversée [31-36]. Les domaines I et II sont impliqués dans la réplication 
virale [37]. 
La courte région 3’NC est structurée en trois parties : un domaine variable court, une 
région poly-uridylée (poly U-C) et enfin une région hautement conservée appelée région 3’X 
(Figure 4). Cette région est constituée de trois structures tige-boucle et est indispensable pour 
la réplication virale en favorisant l’initiation de la synthèse des brins d’ARN négatifs [38]. La 
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région 3’ intervient aussi lors de la traduction. Ainsi le facteur IGF2BP1 (insulin-like growth 
factor 2 mRNA-binding protein 1) se lie au domaine IV en 5’NC et aux domaines variable 
court et polyU-C en 3’NC, ces interactions entrainent une stimulation de la traduction dirigée 
par l’IRES. D’autres facteurs, comme le complexe heterotrimeric NFAR (nuclear factor 
associated with double-stranded RNA) ou la protéine La, sont capables de se lier aux deux 
régions non codantes, permettant leur rapprochement et favorisant la traduction [39-41]. 
 
1.3.2. La région codante 
 
L’unique cadre de lecture ouvert en aval de la région 5’NC code une polyprotéine 
précurseur clivée en 10 protéines virales matures par les protéases cellulaires et virales 
(Figure 5a). L’ensemble de ces protéines est localisé au niveau du réticulum endoplasmique 
(Figure 5b). 
 
Figure 5. (a) Représentation des domaines et fonctions principales du génome du VHC ; (b) 
topologie membranaire des protéines virales clivées et de leur fonction, d’après 
Bartenschlager, 2013 [42] 
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1.3.2.1. Les protéines structurales 
 
Dans la partie N-terminale du génome se trouvent les domaines codant les 4 protéines 
structurales : la protéine de capside C, les deux glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 et la 
protéine p7. Elles sont clivées par des peptidases cellulaires dans le réticulum endoplasmique 
[43]. 
 
La protéine de capside C (core) est clivée d’abord par une signal peptidase cellulaire 
dans la lumière du RE puis par une seconde signal peptide peptidase cellulaire qui permet la 
maturation définitive de la protéine core et son transfert du RE vers les gouttelettes lipidiques 
(LD ou lipid droplets). Cette protéine mature est constitué de deux domaines ; le domaine I en 
N-terminal avec une majorité de résidus basiques et le domaine II en C-terminal plus 
hydrophobe et probablement impliqué dans l’attachement aux LD. Il a été démontré que le 
complexe de réplication, composé des protéines non structurales et de l’ARN viral, est recruté 
à proximité de LD chargées de protéine core. En effet, l’absence de protéine core au niveau 
des LD empêche l’association entre le complexe de réplication et les LD. En outre, la protéine 
core interagit avec le domaine III de NS5A et permet alors l’assemblage viral [44, 45]. La 
présence de la protéine Core au niveau des LD est l’objet d’intenses recherches : cette 
protéine pourrait être un modulateur du métabolisme lipidique, elle pourrait ainsi favoriser 
l’accumulation de lipides au niveau hépatique [46]. Cette hypothèse expliquerait en partie les 
troubles métaboliques et en particulier la stéatose, qui accompagnent l’infection par le VHC. 
Cependant, le mécanisme conduisant à cette pathologie est encore mal connu. Pour terminer, 
de nombreux travaux ont mis en évidence l’implication de la protéine core dans le processus 
d’hépatocarcinogenèse. Elle est capable d’interagir avec de nombreux facteurs de 
transcription tels que la ribonucléoprotéine nucléaire K, l’ARN hélicase CAP-Rf, p53, p21 et 
NF-κB, ces interactions permettant une modulation des voies  de signalisation cellulaire qui 
contrôlent le cycle cellulaire. La protéine core est aussi impliquée dans le contrôle de la 
croissance des hépatocytes, la survenue du stress oxydatif et l’apoptose [47].  
 
Les glycoprotéines E1 et E2 sont insérées dans la bicouche lipidique provenant de la 
cellule infectée et l’ensemble constitue l’enveloppe virale. Elles sont clivées par des signal 
peptidases cellulaires à partir de la polyprotéine immature. Ces protéines constituées d’un 
grand domaine extra membranaire en N-terminal et d’un court domaine transmembranaire en 
C-terminal sont très fortement glycosylées, ce qui participe à une conformation adéquate. Ces 
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glycosylations permettent aussi de masquer les épitopes immunogènes de l’enveloppe et 
protègent le virus de la réponse immunitaire de l’hôte. Les protéines E1 et E2 s’assemblent de 
façon covalente en hétérodimères stables grâce à des liaisons disulfures [48]. La protéine E2 
présente plusieurs domaines hypervariables (HVR) [49]. Le domaine HVR1, situé en N-
terminal et d’une taille de 27aa, permettrait au virus d’échapper à la réponse immunitaire 
anticorps de par son apparente variabilité, réalisant ainsi un épitope neutralisant. Cependant 
les propriétés physico-chimiques des résidus à chaque position sont relativement conservées 
entre les génotypes, permettant une conservation de la conformation. Enfin, la région HVR1 
et une autre région hypervariable, HVR2, décrite dans E2, sont impliquées dans le processus 
d’entrée du virus, en se liant à différents récepteurs [50]. 
 
La protéine p7 est une petite protéine hydrophobe de 63aa constituée de deux 
domaines transmembranaires en hélice α (TM1 et TM2) reliés par une boucle ; elle est clivée 
par les signal-peptidases cellulaires du réticulum endoplasmique. Il s’agit d’une viroprotéine 
assurant une fonction de canal ionique cationique, elle s’assemble en hexamères ou 
heptamères et permet le relargage des particules virales infectieuses. La protéine p7 n’est pas 
indispensable à la réplication virale mais est absolument requise pour l’infectiosité du virus 
[51]. Elle modifie la perméabilité membranaire pour permettre l’assemblage viral et le 
relargage des virions. Il a été démontré que la protéine p7 était inhibée par l’amantadine [52, 
53], molécule qui a été utilisée dans le traitement du VHC avec un succès modeste. Cette 
protéine reste néanmoins un candidat attractif pour le développement de nouveaux antiviraux 
[54]. 
 
  1.3.2.2. Les protéines non structurales 
 
La seconde partie du cadre de lecture ouvert comprend les domaines codant les 6 
protéines non structurales [43].  
 
La protéine NS2 (p23) est une protéine hydrophobe transmembranaire dont la fonction 
principale est le clivage protéolytique NS2/NS3. Associée à la partie N-terminale de NS3, elle 
forme une métallo-protéase zinc-dépendante, qui réalise l’autoclivage de leur propre jonction. 
La protéine NS2 est une cystéine protéase avec une structure dimérique comprenant deux sites 
actifs [55]. La protéine NS2 est aussi le lieu privilégié des recombinaisons intergénotypiques 
que ce soit chez des variants naturels ou des chimères construites en laboratoire [56-58]. Bien 
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que la fonction de NS2 au cours du cycle viral ne soit pas clairement établie, cette protéine ne 
semble pas indispensable à la réplication virale, mais plusieurs études tendent à lui attribuer 
un rôle lors de la phase finale de ce cycle. En effet, la capacité des génomes chimériques à 
produire des virions infectieux est hautement dépendante de la position de la jonction 
chimérique dans NS2 [57], les délétions et substitutions dans NS2 apparaissent délétères pour 
cette production virale, enfin certaines mutations entrainent une absence d’assemblage viral 
[59-61]. Il semblerait ainsi que NS2 coordonne l’assemblage viral via des interactions avec 
les protéines d’enveloppe E1 et E2, et les protéines non structurales NS3 et NS5A [62, 63]. La 
protéine NS2 interagit avec de nombreux facteurs cellulaires et entraîne une inhibition de 
l’expression de promoteurs de gènes cellulaires, codant notamment des cytokines (INFβ, 
CCL5/Rantes). D’autres analyses ont aussi rapporté la capacité de NS2 à se lier à des facteurs 
pro-apoptotiques, soit en association avec les protéines virales Core, E2 et NS5A (voie Fas), 
soit par liaison directe (inhibition du facteur CIDE-B). Cependant, l’ensemble de ces 
hypothèses doivent être confirmées en système cellulaire infectieux [64]. 
 
Les protéines NS3/NS4A (p70 et p8) : La protéine NS3 est multifonctionnelle car elle 
porte plusieurs activités enzymatique, NS4A est son cofacteur. La structure tridimensionnelle 
en feuillets β de la protéine NS3 a été déterminée en 1996 et a permis l’identification de 
quatre domaines majeurs : la triade catalytique, la poche de liaison au substrat, le site de 
liaison à NS4A et le domaine de liaison au zinc (Figure 6). Le co-facteur NS4A se compose 
de deux régions, l’une est hydrophobe en N-terminal et la seconde est hydrophile en C-
terminal. Outre l’activité autocatalytique cystéine-protéase exercée conjointement avec NS2 
et précédemment décrite, la protéine NS3 possède en N-terminal une activité sérine-protéase 
chymotrypsine-like permettant le clivage des protéines en aval (NS3/NS4A, NS4A/NS4B, 
NS4B/NS5A, NS5A/NS5B) et en C-terminal des activités NTPase/hélicase [65, 66]. La 
protéine NS4A est indispensable à l’activité protéase. En effet, la protéine NS3 est dépourvue 
de domaine transmembranaire mais son association de façon non covalente avec NS4A qui est 
une protéine transmembranaire permet un ancrage aux membranes cellulaires. La liaison à 
NS4A entraîne un changement de conformation de NS3, elle passe d’une structure en feuillet 
constituée de deux barils β contenant chacun 6 brins β à deux barils β dont l’un devient 
constitué de 8 feuillets ; cette liaison permet le rapprochement des résidus de la triade 
catalytique autorisant ainsi l’activité de protéolyse.  
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Figure 6. Structure tri-dimensionnelle du complexe NS3/NS4A. Le co-facteur NS4A est en 
violet. Les résidus formant la triade catalytique (H57, D81, S139) représentés en rouge ont 
une configuration boules et bâtonnets ; les principaux résidus polymorphes sont en rouges, 
les résidus impliqués dans la résistance sont entourés par des cercles gris, l’atome Zinc est 
représenté par une sphère blanche avec ses sites de liaisons (sphères grises et jaune), les 
nuages de points gris représentent les sites de liaison au substrat (S1 à S6) [8]. 
 
L’activité NS3/NS4A est essentielle à la formation des constituants matures du 
complexe de réplication du VHC. Le complexe NS3/NS4A serait aussi impliqué dans le 
contrôle de la réponse immunitaire de l’hôte, plusieurs interactions avec les voies de 
signalisation stimulées par l’ARN double brin ont été mises en évidence, suggérant une 
inhibition de la voie de production de l’interféron [67, 68]. L’activité hélicase/NTPase 
semblerait intervenir au moment de l’initiation de la réplication en séparant les brins positifs 
et négatifs de l’ARN du VHC. Plusieurs études ont rapporté un rôle potentiel de la protéine 
NS3 lors de la carcinogenèse [69, 70], NS3 peut ainsi induire la transformation de lignée 
cellulaire et se lier à des facteurs pro-apoptotique en inhibant leur activité [71]. Enfin, NS3 a 
été la première cible des nouvelles thérapies anti-VHC avec les deux molécules 
commercialisées en 2011 : le bocéprévir et le télaprévir. Elles ont un mode d’action identique, 
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elles inhibent de façon directe la protéase virale en se liant de façon covalente au site actif, ce 
sont des inhibiteurs compétitifs du substrat de l’enzyme [72]. Ces traitements utilisés en 
trithérapies avec l’interféron pégylé et la ribavirine ont conduit à une amélioration 
considérable des taux d’éradication virale chez les patients infectés par des virus de génotype 
1. Au cours des études de phases 2 et 3, la réponse virologique soutenue (RVS) variait de 67 à 
75% chez les patients naïfs de traitements [73-75] soulignant un gain majeur par rapport au 
succès thérapeutique observé précédemment avec la bithérapie (RVS de 50% en moyenne). 
D’autres molécules, inhibiteurs de seconde génération, sont en phase finale d’essai ou 
viennent d’obtenir une autorisation temporaire d’utilisation (ATU) comme le siméprévir. 
 
La protéine NS4B (p27) est une petite protéine hydrophobe constituée de quatre 
domaines transmembranaires, elle est présente au niveau du réticulum endoplasmique au 
moment de la réplication avec les autres protéines non structurales. Elle possède aussi deux 
sites de palmitoylation en C-terminal permettant des ancrages supplémentaires à la membrane 
et facilitant l’oligomérisation de NS4B. Enfin plusieurs hélices amphiphiles ont été identifiées 
en N- et C-terminal au niveau cytosolique. Le principal rôle de NS4B est d’entraîner une 
réorganisation des membranes intracellulaires permettant la formation de nouvelles structures 
membranaires qui deviennent le site de réplication de la cellule infectée. Outre cette altération 
des membranes cellulaires, NS4B est aussi capable de moduler la production de particules 
infectieuses jouant ainsi un rôle dans l’assemblage viral [76]. NS4B supporte aussi une 
activité ATP/GTPase [77] et reconnaît l’extrémité 3’du brin ARN négatif du VHC [78] ; ces 
deux propriétés pourraient suggérer un rôle au cours de la réplication du génome du VHC. 
NS4B reste encore mal caractérisée ; cependant elle apparaît comme une cible thérapeutique 
émergente, de nombreux inhibiteurs anti-NS4B appartenant à différentes classes chimiques 
sont ainsi en cours d’essai [79]. 
 
La protéine NS5A est une phosphoprotéine existant sous deux formes, 
hypophosphorylée (p56) et hyperphosphorylée (p58). Cette protéine n’est pas totalement 
caractérisée, sa structure n’est pour l’instant que partiellement résolue. Cependant plusieurs 
fonctions dans le cycle viral ont été identifiées à la fois dans le processus de réplication virale 
mais aussi lors de la maturation des particules. Elle intervient aussi dans de nombreuses 
interactions avec les protéines cellulaires ce qui lui confère une implication majeure dans le 
contrôle de la réponse immunitaire de l’hôte, dans la résistance au traitement par l’interféron 
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et dans les processus d’oncogenèse. Cette protéine étant l’objet de notre travail, sa structure et 
ses fonctions sont plus longuement rapportées dans le chapitre suivant.  
 
Enfin, la protéine NS5B (p68) est une ARN polymérase ARN dépendante (RdRp) 
indispensable à la réplication du virus. Elle assure la synthèse de l’ARN génomique en 
utilisant une matrice ARN ; elle s’associe aux autres protéines non structurales au sein du 
complexe de réplication [80]. Elle possède la structure classique en « main droite semi-
ouverte » des polymérases avec la paume contenant le site actif, les doigts et le pouce qui 
interagissent et créent un tunnel au sein duquel passe la matrice ARN (Figure 7). Un second 
tunnel est formé pour le passage des NTP. La liaison à la matrice et l’initiation de la synthèse 
de l’ARN semblent régulées par une boucle β en épingle à cheveux située dans le domaine du 
pouce et orientée en direction du site actif [81]. Il est important de souligner que cet enzyme 
est dépourvu d’activité correctrice et est à l’origine de l’importante variabilité génétique inter- 
et intra-génomique (10
-3
 à 10
-4
 taux de substitution par site et par an), cela correspond à une 
mutation par nouveau génome produit. Pour terminer, il s’agit d’une cible thérapeutique 
prometteuse, plusieurs classes d’inhibiteurs incluant des inhibiteurs nucléos(t)iques et des 
inhibiteurs non nucléosidiques ont été développés et sont à différentes phases d’essai [82]. Le 
sofosbuvir (Sovaldi®) est le premier inhibiteur de polymérase à être commercialisé avec 
l’obtention de son AMM américaine en 2013 et son AMM européenne en janvier 2014. 
 
Figure 7. Structure de l’ARN polymérase du VHC [8] 
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 1.3.2.3. La protéine F 
 
Une protéine particulière a aussi été identifiée et appelée protéine F (pour Frameshift), 
ARFP (pour Alternative Reading Frame Protein) ou core+1 (pour indiquer sa position). En 
effet, la protéine F est codée à partir d’un cadre de lecture alternatif chevauchant le gène C et 
démarrant au nucléotide core+1. Le rôle de cette protéine reste difficile à caractériser car les 
modèles de culture du VHC et les modèles animaux (souris uPA-SCID) portent des virus 
mutés abolissant la production de la protéine F mais permettant une production virale efficace 
[83]. Cette protéine non conventionnelle est exprimée in vivo et semble stimuler la réponse 
immunitaire spécifique. Ainsi, la prévalence des anticorps anti-protéine F s’avère plus élevée 
chez les patients avec une maladie hépatique sévère ou un CHC par rapport aux patients sans 
CHC ou pathologie hépatique sévère. La protéine F serait ainsi présente à des concentrations 
plus élevées chez les patients infectés qui sont à un stade avancé de la maladie. La 
surproduction de protéine F semble aussi conduire à des interactions avec le cycle cellulaire 
qui pourrait favoriser la transformation et l’évolution vers le CHC, suggérant ainsi un rôle 
oncogène pour cette protéine [84, 85]. 
 
1.4. Cycle viral 
 
 1.4.1. Modèles d’étude 
 
Le VHC n’est pas un virus facilement cultivable en culture cellulaire. Peu de lignées 
cellulaires sont permissives, les lignées primaires qui ont été utilisées initialement sont les 
hépatocytes primaires humains ou de chimpanzé, ensemble de cellules difficiles à obtenir et à 
cultiver [86, 87]. L’étude de la réplication a débuté avec l’utilisation d’ADNc génomique du 
VHC cloné à partir de sérum infectieux. Ces études ont été très difficiles et peu contributives, 
l’infection ne pouvait pas être entretenue dans ces systèmes.  
 
L’analyse de la biologie cellulaire du VHC a pris un essor considérable avec la mise 
au point du modèle réplicon dans une lignée cellulaire continue, puis le développement de 
deux autres systèmes que sont les pseudoparticules HCV (HCVpp) et la culture cellulaire du 
clone infectieux JFH1 (HCVcc) [88].  
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En 1999, Lohman et al. ont construit le premier réplicon à partir d’une souche de VHC 
de génotype 1b [89]. En parallèle, Rice et al. ont développé la lignée cellulaire continue Huh7 
issue d’hépatocarcinome humain permettant l'entretien du système réplicon [90]. Il s’agit 
d’ARN subgénomique de VHC au sein duquel la région codant les protéines structurales plus 
ou moins la région NS2, est remplacé par le gène codant la néomycine phosphotransférase, 
marqueur sélectif de résistance à la néomycine. Le gène Neo est placé sous le contrôle de 
l’IRES du VHC alors que les gènes des protéines non structurales sont sous le contrôle de 
l’IRES du virus de l’encéphalomyocardite murin (EMCV) (Figure 8). Ces constructions 
permettent en particulier des descriptions fines du mécanisme de réplication du VHC en 
lignée cellulaire Huh7. D’autres réplicons ont ensuite été développés et optimisés, contenant 
d’autres génotypes (1a, 1b et 2a) ; certaines mutations « d’adaptation » ont été identifiées 
comme permettant une augmentation du niveau de réplication ou étant indispensable à la 
réplication. Globalement, le modèle réplicon a permis la caractérisation du complexe de 
réplication au niveau biochimique et ultra structural, l’identification des partenaires impliqués 
et la localisation de ce complexe avec l’utilisation en particulier de la protéine NS5A taguée 
[91, 92]. Enfin l’utilisation de système réplicon-rapporteur a favorisé la recherche de 
nouvelles molécules antivirales. Cependant, l’inconvénient majeur du système réplicon est 
l’absence de production de particule virale, ce qui empêche une analyse complète du cycle 
viral. 
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Figure 8. Schéma du modèle réplicon du VHC, d’après Lohman, 2013 [93]. 
 
Le développement des pseudoparticules a permis d’analyser un autre aspect du cycle 
viral : l’entrée du virus. Les pseudoparticules correspondent à l’assemblage in vitro des 
protéines d’enveloppe E1 et E2 du VHC dans des particules core du virus MLV (Murine 
Leukemia Virus) ou du VIH1 associées à la luciférase suite à la co-transfection de plusieurs 
constructions plasmidiques (Figure 9). Ces constructions, réalisées pour les six génotypes, ont 
permis de décrire le processus d’entrée du VHC ainsi que l’identification de nombreux 
partenaires cellulaires indispensables à cette étape. Cet outil se révèle précieux pour la 
recherche d’inhibiteurs d’entrée à visée thérapeutique.  
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Figure 9. Schéma de production de pseudoparticules du VHC, d’après Voisset, 2004 [94]. 
 
Enfin en 2005, les travaux complémentaires et simultanés de trois équipes ont permis 
la mise au point d’un système complet de culture cellulaire d’un clone infectieux du VHC 
(Figure 10). Ainsi, l’équipe japonaise de Wakita a d’abord développé un réplicon 
subgénomique se répliquant en cellules Huh7 sans nécessité de mutations adaptatives [92]. Ce 
clone appelé JFH1 pour Japonese Fulminant Hepatitis, est issu d’un patient qui a présenté une 
hépatite fulminante lors de l’infection par une souche de VHC de génotype 2a ce qui est une 
présentation clinique rarissime. En collaborant avec le groupe de Bartenschlager, ils ont réussi 
à obtenir une production de particules virales infectieuses en transfectant le génome complet 
de JFH1 en cellules Huh7. La production était cependant limitée. Le système a été optimisé 
par les équipes de Chisari [95] d’une part et de Rice [96] d’autre part par l’utilisation d’une 
lignée cellulaire Huh7.5, lignée dérivée de Huh7 présentant une meilleure permissivité, un 
niveau de production virale élevé de l’ordre de 10
4
 à 10
6
 unités infectieuses/ml et supportant 
plusieurs passages sans diminution ou perte du pouvoir infectieux. Chisari et al. ont utilisé le 
clone JFH1 alors que Rice et al. ont développé un génome complet de génotype 2a, chimère 
des clones J6 (protéine C à NS2) et JFH1 (NS3 à NS5B). Depuis, d’autres clones chimériques 
ont été développés, constitués de la région 3’ du JFH1 et de la région 5’ des différents 
génotypes, permettant en particulier des études de sensibilités aux antiviraux en 
développement [97-100]. Les lignées cellulaires de type Huh7 restent les mieux adaptées, les 
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autres lignées cellulaires couramment utilisées ont une expression des interferon stimulated 
genes (ISGs) anti-VHC efficace limitant ou empêchant une réplication virale [101]. 
 
 
Figure 10. Modèles des constructions de culture cellulaire du VHC : (a) Réplicons mono et 
bi-cistronic avec gène rapporteur (luciférase) ou gène de sélection (néomycine 
phospohotransférase) ; (b) Modèles de HCVcc type sauvage JFH-1, type chimères, types 
mono- ou bicistronics de génomes rapporteurs. D’après Lohmann, 2013 [102]. 
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Concernant les modèles animaux, les approches sont délicates [103]. Le chimpanzé est 
le seul animal qui peut être infecté par le VHC, il s’agit d’un modèle d’utilisation restreinte de 
par son coût et ses conditions d’utilisation complexes. Il est utilisé ponctuellement pour 
vérifier en particulier le potentiel infectieux de nouveaux modèles. Ainsi il a été démontré que 
le modèle HCVcc permettait l’obtention d’une infection chez le modèle primate. Le modèle 
chimpanzé est essentiellement réservé aux études vaccinales. Le second modèle animal est le 
modèle murin, il est aussi d’utilisation complexe et a été décliné en différentes approches. 
D’une part, des souris transgéniques ont été produites par microinjection embryonnaire de 
constructions génétiques permettant l’expression de différentes protéines du VHC chez la 
souris, ce modèle permet l’étude de la pathologie hépatique. D’autre part, les souris Trimera 
ont été construites, ce sont des souris chimères qui sont constituées de trois environnements 
génétiques, elles sont sévèrement immunodéprimées, greffées avec un petit fragment de foie 
humain préalablement infecté par le VHC. Ce modèle est essentiellement utilisé pour 
l’évaluation des antiviraux spécifiques du VHC. Enfin, les souris chimériques uPA-SCID ont 
été développées, elles sont humanisées par transplantation d’hépatocytes primaires humains, 
et deviennent alors sensibles à l’infection par le VHC. Le phénotype uPA-SCID correspond à 
des souris avec des hépatocytes non fonctionnels (expression du gène de l’activateur du 
plasminogène de type urokinase qui entraîne un taux élevé de l’uPA dans le plasma et arrête 
la fonction hépatocytaire) et un système immunitaire déficient en lymphocytes T et B. Le 
modèle murin pourrait sembler plus accessible mais ce type de souris reste difficile à obtenir. 
En effet, ces souris sont immunodéprimées et donc fragiles, le succès de la xénogreffe 
hépatique est faible et l’obtention d’hépatocytes primaires difficile. Un fort taux de mortalité 
est observé au cours de la construction de ce modèle murin [104]. Le développement d’un 
modèle murin avec des hépatocytes permissifs au VHC est actuellement le centre des projets 
de recherche concernant ces modèles. 
 
 1.4.2. Etapes du cycle viral 
 
 Bien qu’il ait été rapporté l’isolement de génomes viraux dans les cellules 
mononucléées circulantes (PBMC : peripheral blood mononuclear cell) [105] ainsi que dans 
le tissu cérébral de certains patients greffés [106], le VHC a un tropisme hépatique ; le foie et 
l’hépatocyte sont le lieu privilégié de sa réplication (Figure 11). 
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Figure 11. Schéma du cycle réplicatif du VHC adapté de Manns, 2007 [107]. 
 
L’infection débute par l’entrée du VHC dans sa cellule cible, principalement 
l’hépatocyte. La particule virale est constituée de la nucléocapside entourée de l’enveloppe 
qui se compose de la membrane cellulaire issue de l’hôte, riche en VLDL, avec notamment 
l’apolipoprotéine E (ApoE), et dans laquelle sont enchâssées les protéines virales E1 et E2. 
L’attachement à la surface de la cellule cible (Figure 12) est initiée par les VLDL et surtout 
l’ApoE qui se lient à des molécules d’attachement telles que les glycosaminoglycans (GAG) 
et les LDL-R (low density lipoprotein receptor) [108]. Ensuite, les protéines d’enveloppe 
interagissent avec les récepteurs de surface CD81 et SR-BI (Human Scavenger Receptor-class 
B type 1) avec une haute affinité, le site de liaison à CD81 a clairement été localisé dans une 
boucle extracellulaire de la protéine E2 [24]. Ces liaisons permettent la translocation du 
complexe d’attachement vers des sites riches en protéines claudin-1 (CLDN-1) et occludin 
(OCLN), protéines de type jonction serrées qui induisent l’endocytose au niveau de puits de 
clathrine. Les protéines de type claudin CLDN-6 et CLDN-9 semblent aussi participer à cette 
étape d’attachement/internalisation. Les lectines L-SIGN et DC-SIGN seraient impliquées 
dans l’attachement à d’autres cellules cibles comme les cellules dendritiques et endothéliales 
[109]. L’endosome formé est ensuite acidifié dans le cytoplasme, cela entraine une fusion des 
membranes de l’enveloppe et de l’endosome suivie du relargage de la nucléocapside dans le 
cytoplasme [110, 111]. 
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Figure 12. Schéma de l’étape d’entrée du VHC dans l’hépatocyte, d’après Ploss, 2012 [112]. 
 
Le virus est décapsidé et l’ARN viral est libéré dans le cytoplasme. Ce génome de 
polarité positive sert à la fois d’ARN messager pour la synthèse protéique et de matrice pour 
la réplication virale. La traduction des protéines est sous le contrôle de l’IRES situé en 5’NC, 
la formation du complexe ribosomal 80S se réalise de façon cap-indépendante avec 
l’intervention de la région 3’NC [111]. Cette traduction, réalisée au niveau du réticulum 
endoplasmique permet la synthèse de la polyprotéine immature de 3010aa à 3033aa selon le 
génotype, elle est ensuite clivée par les protéases cellulaires et virales en protéines structurales 
et non structurales matures [89]. 
 
L’ensemble des protéines non structurales enchâssées dans les membranes du 
réticulum endoplasmique (RE) remaniées par l’intervention de NS4B forme le complexe de 
réplication viral, appelé le réseau membranaire (membranous web). L’ARN polymérase ARN 
dépendante synthétise un brin d’ARN de polarité négative qui sert ensuite de matrice à la 
synthèse de nombreux ARN de polarité positive, ils formeront les génomes des futurs virions 
[113, 114]. L’ARN viral nouvellement synthétisé est relargué du réseau membranaire par la 
protéine NS5A qui l’adresse vers les sites d’assemblage [115]. 
 
Les étapes ultimes d’assemblage des particules et de relargage sont encore mal 
connues car le modèle HCVcc permettant l’étude de ces phases est de mise au point récente. 
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Cependant plusieurs processus semblent émerger et deux phases, l’une précoce, la seconde 
tardive, peuvent être distinguées [116] .  
 
Concernant la formation de la nucléocapside qui correspond à la phase précoce de 
l’assemblage, deux hypothèses sont proposées. La première suggère que la protéine core est 
d’abord transférée du RE à la surface des LD puis à nouveau recrutée par la membrane du RE 
au niveau des sites d’assemblage où elle interagit avec le complexe NS5A-ARN viral (Figure 
13a). Les LD servent alors au transport de la protéine core des sites de traduction et de 
réplication de l’ARN vers les sites d’assemblage. La seconde hypothèse propose que la 
formation de la nucléocapside débute à la surface des LD. Dans ce cas, l’ARN viral est 
apporté à la protéine core par la protéine NS5A, présente également en surface des LD 
(Figure 13b). Des travaux récents ont confirmé ce lien étroit entre les LD et la protéine NS5A 
en rapportant la nécessité de recrutement par NS5A de la lipid-droplet-binding protein TIP47, 
indispensable à la réplication et à l’assemblage viral [117]. La phase tardive de l’assemblage 
correspond à l’enveloppement de la nucléocapside et l’incorporation des lipides, elle semble 
très fortement liée à la voie de synthèse des VLDL en « détournant » en quelque sorte cette 
voie à son profit. En effet, cette phase se produirait au niveau de microdomaines du RE 
spécialisés dans la synthèse des précurseurs des VLDL (appelés LuLD pour Luminal LD). 
Lors de cette synthèse, l’incorporation des apoliporotéines apoB, apoC et apoE entraine la 
formation de particules sphériques [118]. La nucléocapside serait insérée dans ces luLD avec 
une probable intervention des protéines virales NS2 et p7 [62, 63, 119]. Les glycoprotéines 
membranaires E1 et E2 enchâssées dans les membranes du RE glisseraient vers ces 
microdomaines pour se trouver dans l’enveloppe virale en formation [120]. Pour terminer, les 
particules virales bourgeonnent à partir de la lumière du RE dans le cytoplasme et sont ensuite 
excrétées par un mécanisme d’exocytose et circulent alors sous forme de lipoviroparticules 
(LVP) [121]. 
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Figure 13. Modélisations de l’assemblage du VHC : (a) Initiation de l’assemblage par 
chargement de LD cytosoliques (cLD) avec de la protéine core et transport vers le « réseau 
membranaire » et le complexe de réplication ; (b) Initiation de l’assemblage sur les LD 
cytosoliques chargées des protéines core et NS5A, cette dernière recrutant le complexe de 
réplication (MT : microtubules transport). D’après Bartenschlager, 2011,[116]. 
 
2. Diversité génétique du VHC 
 
2.1 Épidémiologie 
 
 Les dernières analyses publiées par l’OMS en 2004 estimaient que le nombre de 
personnes infectées par le VHC dans le monde était d’environ 120 à 130 millions de 
personnes [122, 123] . Depuis, les données mondiales ont été revues et les analyses combinées 
de séroprévalence publiées en 2013 montrent une augmentation de la séroprévalence de 2.3% 
à 2.8% et du nombre de patients infectés par le VHC de 122 millions à plus de 185 millions 
entre 1990 et 2005 (Figure 14). 
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Figure 14. Carte représentant les estimations par régions GBD (Global Burden of Diseases, 
Injuries and Risk Factors) de la séroprévalence anti-VHC en 2005 (utilisation de données 
publiées jusqu’en 2007 et des données des USA jusqu’en 2010), d’après Modh Hanafiah, 
2013 [1]. 
 
 2.1.1. Modes de transmission 
 
 La voie principale de transmission du VHC est la voie parentérale en particulier par 
exposition percutanée large et /ou répétée à du sang contaminé. Ainsi, plusieurs facteurs de 
risques sont maintenant parfaitement identifiés [123]:  
 
-La transfusion de sang ou de produits sanguins dérivés et la transplantation d’organe. 
Cette voie de transmission a été ubiquitaire jusqu’à la mise au point des premiers tests 
sérologiques en 1990 permettant la qualification des dons. La sécurisation des dons a été 
renforcée avec l’utilisation des tests de qualification génomique (DGV : diagnostic 
génomique viral). Le risque résiduel en transfusion est bien estimé pour les virus dépistés de 
façon systématique (VIH, VHB, VHC et HTLV), concernant le VHC le risque de 
transmission est très faible et a été évalué à un pour 12 500 000 dons [124]. Ce mode de 
transmission perdure néanmoins dans de nombreux pays où le don de sang est rémunéré et où 
le recours aux tests de qualification est inexistant. La transmission nosocomiale peut aussi être 
apparentée à la transmission par le sang précédemment décrite. L’usage de la voie injectable 
avec des procédures à l’hygiène défaillante, dans le cadre de pratiques médicales (injections 
thérapeutiques avec des seringues souillées par un multi-usage, endoscopie, chirurgie 
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dentaire), paramédicale (acupuncture) ou non médicales (piercing, tatouage) conduirait à 2 
millions de nouvelles infections par an et serait à l’origine d’environ 40% de l’ensemble des 
infections par le VHC dans le monde. 
 
-La toxicomanie intraveineuse : la transmission survient par le partage d’aiguilles lors 
de l’injection mais aussi par l’utilisation commune du matériel d’injection (seringues et 
récipients de préparation de drogue, coton). L’injection de drogue par voie intraveineuse est le 
principal mode de transmission dans les pays développés, les études de séroprévalence 
montrent que la toxicomanie est le principal facteur de risque chez les patients séropositifs 
entre 30 et 50 ans (68% des cas des infections actives aux USA) ; de même la prévalence de 
l’infection à VHC au sein de la population toxicomane est très élevée et varie selon la durée 
de la toxicomanie (20 à 46% pour des toxicomanies inférieure à 5 ans, 64 à 94% pour des 
périodes de toxicomanie supérieures à 6 ans).  
 
-Voies de transmission mineures : ces modes de transmission restent confidentiels par 
rapport à la contribution des voies de transmission précédemment décrites, l’efficacité de 
transmission est probablement faible.  
Les accidents d’exposition au sang concernent quasi-exclusivement les professionnels 
de santé, les risques de transmission sont très faibles, estimé à 1,8% de séroconversion lors 
d’exposition à un patient source VHC positif lors de blessures profondes avec aiguilles 
contaminées. La prévalence chez les professionnels de santé est la même que dans la 
population générale, le risque de transmission de soignant à patient est très faible estimé à 
0,5%  lors d’exposition au cours de gestes chirurgicaux uniquement. 
La transmission périnatale est de l’ordre de 4 à 7%, ne survenant que chez des femmes 
présentant une charge virale détectable lors de l’accouchement, le risque croît avec 
l’augmentation du niveau de charge virale. Un travail prolongé semble aussi favoriser la 
transmission alors que le mode d’accouchement ne semble pas influencer. L’allaitement n’est 
pas une voie de transmission. Enfin, il a été largement démontré que la co-infection par le 
VIH de la mère augmente de façon significative le risque de transmission du VHC à l’enfant 
[125, 126]. 
La transmission sexuelle est largement débattue. Plusieurs études ont été menées chez 
des couples hétérosexuels sérodiscordants ainsi que chez des patients hétérosexuels avec des 
partenaires multiples pour étayer ce mode de transmission [127, 128]. L’analyse 
phylogénétique des souches montraient souvent une origine commune mais restaient 
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insuffisantes pour démontrer la transmission, en outre il était souvent difficile d’exclure une 
autre voie de transmission telle que la toxicomanie en particulier. Cette transmission existerait 
mais serait associée à un faible risque chez les couples stables [129, 130] et à un risque plus 
élevé lorsque la personne source a des rapports sexuels non protégés multi-partenaires et est 
au stade d’infection aiguë [131]. Plus récemment et de façon ubiquitaire, de nombreux cas 
d’hépatite C aigue ont été recensés chez des hommes infectés par le VIH ayant des rapports 
sexuels avec les hommes. Les études épidémiologiques au sein de cette population comme 
l’étude Hepaig sont largement en faveur de ce mode de transmission émergent qui pourrait 
être facilité par une fragilité des muqueuses liée à l’infection par le VIH et d’autres infections 
sexuellement transmissibles [132, 133].  
De façon très rare la transmission intrafamiliale a été suggérée et pourrait survenir par 
le partage d’objets de toilette tels que les rasoirs, brosses à dent ou ciseaux [134].  
 
 2.1.2. Prévalence de l’infection 
 
Deux remarques doivent d’emblée accompagner les chiffres décrits dans ce 
paragraphe. D’une part, la majorité des données disponibles reposent sur la séroprévalence 
des anticorps anti-VHC et ne permet donc pas de distinguer les patients guéris et les patients 
avec une infection active, qu’elle soit en phase aiguë ou chronique. D’autre part, la plupart 
des études épidémiologiques sont menées sur des sous-groupes de populations tels que les 
donneurs de sang, les usagers de drogues, les personnes incarcérées, qui ne sont pas ou peu 
représentatifs de la population générale du pays où ils résident. Les études sur la population 
générale sont les plus utiles mais restent très rares car non réalisables pour beaucoup de pays 
[135, 136]. Plusieurs aires géographiques mondiales ont fait l’objet de revues récentes 
permettant une mise à jour des données épidémiologiques.  
 
L’infection par le VHC est ubiquitaire mais deux aires géographiques peuvent être 
décrites : une aire de faible prévalence correspondant aux pays les plus industrialisés (Europe 
de l’Ouest, Amérique du Nord et Japon) ; subdivisée en une zone de très faible prévalence 
(≤1%) avec les pays scandinaves, le Royaume Unis, l’Allemagne, la France, l’Australie et le 
Canada ; et une zone de prévalence un peu plus élevée (aux alentours de 2%) comprenant par 
exemple les Etats-Unis, le Japon et l’Italie. L’Asie du Sud-est, l’Afrique et l’Europe de l’Est 
présentent des niveaux de prévalence élevés (supérieurs à 3.5%). 
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Ainsi en Amérique Latine, la prévalence est comprise entre 1,4% et 2,5% soit 6,8 à 8,9 
millions d’adultes infectés par le VHC [137]. Le génotype 1 est majoritaire. Dans ces pays, le 
nombre de patients traités est faible ce qui risque de conduire à une augmentation des 
nouveaux cas d’une part et à la survenue des complications de l’infection à VHC, en 
particulier le CHC. La transmission par transfusion y apparait comme la voie de transmission 
majeure, la transmission nosocomiale semble être le second mode de transmission via 
l’utilisation de matériel non stérilisé (aiguille, instruments pour soins dentaires, matériel pour 
tatouage), enfin la transmission par usage de drogue injectable semble minime. 
 
Les données épidémiologiques en Europe, au Canada et en Israël sont issues de 
nombreuses données et registres, qui permettent de fournir une analyse solide [138]. Il 
apparait ainsi de grandes différences entre les pays avec des prévalences variant de moins de 
0,5% en Europe du Nord jusqu’à plus de 3% en Roumanie ou dans les zones rurales grecque 
et italienne. Il est estimé qu’entre 11,3 et 14,7 millions d’adultes ont une sérologie VHC 
positive dans cette zone géographique. Le facteur de risque de transmission majoritaire est 
l’utilisation de drogues par voie injectable et concerne près de la moitié des patients quel que 
soit le pays. Le génotype est aussi lié à la voie de transmission, ainsi les génotypes 1a et 3 
sont associés à la toxicomanie intraveineuse alors que le génotype 1b est clairement associé à 
un antécédent de transfusion sanguine. La prévalence de l’infection par le VHC a augmenté 
depuis quelques années dans les anciens pays du bloc communiste. La cause identifiée est une 
explosion de la toxicomanie, en particulier chez les hommes jeunes. A l’inverse, la prévalence 
semble diminuer en Europe de l’Ouest. Ce déclin serait expliqué par la mise en place de 
mesures préventives, en particulier, une politique de dépistage massif, la mise à disposition de 
traitement de substitution et de kit d’injection à usage unique pour les toxicomanes, et enfin le 
traitement à large échelle de l’infection à VHC. Concernant certaines zones rurales avec de 
fortes prévalences, le risque identifié correspond à des transmissions nosocomiales. Le dernier 
point concernant l’épidémiologie de ces pays est une modification de la distribution des 
génotypes liée aux flux migratoires, l’augmentation de certains génotypes est ainsi associé à 
l’arrivée de migrants en provenance de pays qui entretiennent une histoire particulière avec le 
pays occidental (immigration des pays de l’Est vers l’Allemagne, du Pakistan et d’Inde vers la 
Grande Bretagne ou d’Afrique vers la Grèce).  
 
La zone géographique comprenant l’Asie, l’Australie et l’Egypte est celle qui présente 
le plus grand nombre d’individus infectés avec une estimation variant de 49,3 à 64 millions de 
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patients anti-VHC positifs [139]. Cependant, les situations sont très variables selon les aires 
géographiques. Les niveaux de prévalence varient de 1 à 2 % mais montent jusqu’à 4 à 15% 
dans certains pays tels le Pakistan, Taiwan ou l’Egypte. Les voies de transmission sont très 
variables et surtout fortement liées à l’histoire des pays. En Egypte, la dissémination de 
l’infection a été clairement associée aux campagnes de lutte contre la schistosomiase, au 
Pakistan l’utilisation très important de la voie injectable pour l’administration d’un très grand 
nombre de traitements a conduit aussi à cette dissémination. De même au Pakistan, l’habitude 
de se faire raser chez le barbier a été identifiée comme une autre voie majeure de 
transmission. Le recours traditionnel au tatouage en Asie est aussi un autre facteur de risque 
de transmission. La transmission par transfusion est la cause majeure dans beaucoup de pays, 
en effet, le don de sang est un acte rémunéré pour encore de nombreux pays, la qualification 
des dons par tests sérologiques n’existe pas, la sélection des donneurs se fait parfois sur 
questionnaire. Cette grande hétérogénéité épidémiologique se retrouve aussi au niveau 
moléculaire, le génotype 1 est majoritaire en Australie, en Chine, à Taiwan et en Asie du 
Nord ; le génotype 6 au Vietnam et en Asie du Sud-est et le génotype 2 est très prévalent en 
Corée et au Japon, en Inde et au Pakistan est principalement identifié le génotype 3, au Moyen 
Orient prédomine le génotype 4 (Egypte, Arabie Saoudite, Syrie) suivi du génotype 3 (Iraq, 
Iran). Il est important de considérer que les données de ces zones restent partielles, liées à des 
systèmes d’enregistrement et de surveillance encore en développement et à une densité de 
population très élevée.  
 
La France compterait 500 à 600 000 individus infectés par le VHC et se situe en zone 
de prévalence intermédiaire. L’étude menée en 2003-2004 auprès des assurés sociaux 
rapportait une prévalence estimée de 0,86% (0,66-1,10), plus de la moitié des patients (53%) 
présentaient une hépatite C active avec un ARN détectable (Figure 15). Les facteurs 
indépendants associés à l’infection par le VHC étaient l’usage de drogue par voie IV, la 
transfusion sanguine avant 1992, le tatouage, des conditions de vie socio-économiques 
faibles, la naissance dans un pays présentant une forte prévalence de l’hépatite C et un âge 
supérieur à 29 ans [140]. Ces travaux montraient une stabilité de la prévalence par rapport à la 
précédente étude menée en 1994, et une amélioration du dépistage, près de 57,4% des patients 
séropositifs pour l’hépatite C connaissaient leur statut [141]. 
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Figure 15. Estimations de la prévalence des anticorps anti-VHC par inter-région de résidence 
pour la population française en métropole âgée de 18 à 80 ans en 2003-2004, d’après Merre, 
2005 [142]. 
 
 2.1.3. Epidémiologie moléculaire 
 
Concernant l’épidémiologie moléculaire, la répartition géographique des génotypes a 
été expliquée par de nombreuses analyses phylogénétiques. Ainsi, l’émergence du génotype 2 
a probablement débutée il y a 90 à 150 ans alors que le génotype 1b est d’introduction plus 
récente (environ 60 à 70 ans) tout comme le génotype 3 (40 ans). Les génotypes 4 et 6 sont 
d’apparition beaucoup plus ancienne dans la population humaine, estimée à 350 et 700 ans 
respectivement [143]. Ainsi la présence d’une très grande diversité génétique dans une aire 
géographique limitée correspond à une implantation ancienne. Le génotype 2 est par exemple 
très fréquent en Afrique de l’Ouest (jusqu’à 100% des génotypes identifiés) avec une très 
grande diversité de sous-types, il en est de même en Afrique centrale où prédomine largement 
le génotype 4. A l’inverse un nombre limité de sous-types est identifié en Europe (les 
génotypes 1, 2 et 3 sont les plus souvent isolés) (Figure 16). Les études phylogénétiques 
montrent aussi une introduction du VHC dans les populations remontant à 500 à 2000 ans 
avec deux grandes origines géographiques : l’Afrique Central et de l’Ouest et l’Asie du Sud et 
du Sud-Est [22].  
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Figure 16. Distribution mondiale des génotypes et sous-types du VHC  
(D’après les données de la banque de séquences du VHC Los Alamos ; 
http://hcv.lanl.gov/components/sequence/HCV/geo/geo.comp). 
 
Concernant la France, le génotype 1b prédomine représentant 40 à 50% des hépatites 
C avec pour origine principale la transfusion avant 1990, les génotypes 1a et 3a suivent avec 
20% des cas chacun et concernent des transmissions par toxicomanie intraveineuse [144]. 
 
2.2. Variabilité génétique 
 
Le VHC comme les autres virus à ARN tels que le VIH ou les enterovirus est 
caractérisé par une grande diversité génétique qui s’exprime au niveau inter-individuel (avec 
la notion de génotype et sous-type) et au niveau intra-individuel (avec l’existence de quasi-
espèces). Les deux caractéristiques majeures du VHC à l’origine de cette diversité sont d’une 
part l’absence d’activité correctrice de l’ARN polymérase virale, elle est en effet dépourvue 
d’activité 3’exonucléasique et d’autre part un haut niveau de réplication avec une production 
virale quotidienne estimée à 10
12
 virions [145, 146]. Le taux d’erreur de la polymérase est 
d’environ 10
-4
 à 10
-5
 par nucléotide incorporé ce qui correspond à une erreur en moyenne par 
nouveau génome synthétisé avec des taux de mutations variables selon les régions du génome 
[147, 148]. Les mutations surviennent au hasard et sont pour la plupart létales conduisant à un 
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virus défectif, les mutations non létales persistent et s’accumulent au cours des générations de 
virus, ces mutations peuvent moduler la capacité réplicative et peuvent fournir un avantage 
sélectif face aux différentes pressions de sélection susceptibles de s’exercer. Ce phénomène 
revêt une importance particulière dans la physiopathologie de l’infection mais a aussi un 
impact majeur sur le développement et la pertinence des méthodes de diagnostic et de suivi de 
l’infection ainsi que sur le choix thérapeutique et la possible résistance aux traitements 
antiviraux [8]. 
 
 2.2.1. Génotypes et sous-types (échelle inter-individuelle) 
 
La taxonomie du VHC a été plusieurs fois révisée et un consensus international avait 
été adopté en 2005 [149, 150]. Une nouvelle révision des règles de taxonomie du VHC a été 
publiée début 2014. Le nombre croissant de séquences disponibles et la co-existence de 
plusieurs bases de données avaient conduit à des discordances de nomenclature, rendant 
nécessaire ce travail mené par l’ICTV Flaviviridae Study Group. La nomenclature définit 
maintenant sept génotypes numérotés de 1 à 7 qui diffèrent au niveau de leur séquence 
nucléotidique de 31% à 33%, basée sur les analyses des régions core/E1, NS5B ou du génome 
complet [147]. L’ancienne terminologie « clade » est désormais abandonnée. Cette diversité 
s’exprime ensuite au niveau des sous-types qui ont été définis à l’intérieur de chaque phylum. 
Un sous-type doit présenter une divergence de sa séquence nucléotidique avec les autres sous-
types d’au moins 15% sur la région core/E1 et la région NS5B, ce sous-type doit être identifié 
sur au moins deux isolats indépendants. La nomenclature révisée recense maintenant 67 sous-
types assignés, 21 sous-types provisoires et 21 sous-types non assignés, en cours d’analyses 
(Figure 17). Le nombre de sous-type dans chaque phylum est très variable. Les analyses de 
phylo-géographie associées aux analyses d’horloge moléculaire ont permis de démontrer que 
les phylums comportant la plus grande diversité génétique correspondaient aux souches les 
plus anciennement implantées dans la population humaine, en particulier pour le génotype 2 
[151]. Cette ancienneté a ainsi permis une plus longue évolution et « diversification » des 
souches dans la population [143]. A l’inverse, le génotype 1 implanté depuis le début du 20
ème
 
siècle seulement montre une plus faible évolution et un moindre nombre de sous-type [152]. 
Enfin, le troisième niveau de diversité génétique s’exprime aussi à travers la notion d’isolat, 
qui correspond à un groupe de souches du même sous-type partageant une homologie de 
séquence nucléotidique comprise entre 80 et 90%.  
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Figure 17. Arbre phylogénétique à partir de 129 séquences complètes de génome de VHC 
démontrant une répartition en 7 génotypes, d’après Smith, 2014, [3]. 
 
 2.2.2. Les quasi-espèces (échelle intra-individuelle) 
 
Le niveau ultime de l’expression de la diversité génétique du VHC se situe à l’échelle 
de l’individu infecté. En effet, le virus évolue à cause de l’absence d’activité 3’-
5’exonucléotidase de l’ARN polymérase et du haut niveau de réplication virale. Ces deux 
éléments sont à l’origine d’un fort taux de mutations qui surviennent avec une fréquence plus 
élevée dans certaines régions telles que HVR1 dans E2 ou V3 dans NS5A [153]. Ainsi de 
nouveaux variants sont produits à chaque cycle de réplication, ils sont extrêmement proches 
génétiquement du virus « mère » mais toujours un peu différents [154]. La pression de 
sélection exercée par l’hôte et son environnement conduit à l’émergence de plusieurs sous-
populations virales qui coexistent chez un individu (Figure 18) et qui définissent une 
quasiespèce [155]. Le concept de quasi-espèce a été initialement défini par Eigen et Schuster 
[156, 157] qui ont modélisé la dynamique d’évolution des ARN réplicatifs afin d’expliquer 
l’évolution darwinienne et les origines de la vie. Ce concept a ensuite été repris en particulier 
par les biologistes travaillant sur les virus à ARN [158]. L’ensemble des variants de la 
quasiespèce ne diffèrent entre eux que de quelques mutations et partagent au moins 90% 
d’identité de séquence nucléotidique. En outre, la quasiespèce évolue au cours du temps dans 
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un processus darwinien et s’adapte aux conditions imposées par l’hôte. La sélection s’opère 
sur deux versants. La sélection négative correspond aux contraintes fonctionnelles du virus et 
à l’obligation de conserver une architecture tridimensionnelle des protéines virales compatible 
avec un cycle viral productif et la sélection compétitive permanente des variants possédant la 
meilleure capacité réplicative. La sélection positive est exercée par l’hôte et les conditions 
environnementales, elle correspond essentiellement à la réponse immunitaire de l’hôte et à la 
mise en œuvre de traitements antiviraux. Cette évolution permet une adaptation permanente à 
l’environnement où chaque variant participe au maintien du meilleur fitness viral. Une 
quasiespèce est souvent composée de quelques variants majoritaires (les mieux adaptés) et de 
très nombreux variants minoritaires [159]. La composition pré-thérapeutique de la 
quasiespèce a été largement étudiée dans les phénomènes de résistance aux thérapies basées 
sur l’interféron et pourrait être un facteur prédictif de réponse aux traitements. Comme nous 
l’avons mentionné précédemment, le degré de diversité génétique diffère selon les régions du 
génome. Ainsi, les régions 5’NC et 3’NC sont très conservées ainsi que les régions codant 
pour la capside et les enzymes NS3 et NS5B. A l’inverse, les régions codant pour les 
protéines d’enveloppe et plus précisément le domaine HVR1 présente une très grande 
diversité génétique. En effet, ce domaine est la cible des anticorps neutralisants, il est donc 
soumis à une forte pression de sélection. Les domaines ISDR et V3 de la région NS5A sont 
aussi porteurs d’une importante variabilité [160, 161]. Plusieurs travaux analysant les régions 
E2 et/ou NS5A ont montré qu’une forte diversité et complexité génétique pré-thérapeutique 
de la quasiespèce étaient des facteurs prédictifs de réponse à la bithérapie anti-VHC. D’autres 
études rapportaient des résultats contradictoires et il semble que l’origine ethnique des 
patients, les clusters de souches impliqués, les posologies et durées de traitements ainsi 
qu’une absence de standardisation des méthodes d’analyse expliquaient ces résultats 
divergents [8]. Cette hétérogénéité génétique peut aussi participer à l’émergence de résistance 
aux nouvelles thérapies anti-protéase, anti-NS5A ou anti-polymérase à l’instar des 
phénomènes observés dans le traitement du VIH. Cette diversité intra-individuelle 
contribuerait aussi à la persistance virale et à l’évolution de l’infection, au tropisme cellulaire 
(notion de compartimentalisation), faciliterait la transmission (certains variants, parfois 
minoritaires, apparaissent très adaptés au nouvel hôte) et explique aussi l’absence d’un vaccin 
efficace actuellement [162, 163]. 
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Figure 18. Distribution des quasi-espèces du VHC en populations virales majoritaires (plus 
de 10%), intermédiaires et minoritaires (moins de 1%), d'après Chevaliez, 2012 [164]. 
 
 2.2.3. Les recombinaisons 
 
 La recombinaison est un mécanisme de diversification génétique et d’évolution qui 
semble rare chez le VHC [165]. Cependant ce phénomène existe et plusieurs souches 
recombinantes intergénotypes mais aussi intragénotypes ont été identifiées récemment, des 
recombinaisons intra sous-types ont aussi été rapportées dans deux études espagnoles [166]. 
La souche emblématique est la première souche recombinante intergénotypique RF1_2k/1b 
décrite par Kalinina et al. à St Pétersbourg en 2002 [56]. Un cluster a ensuite été identifié et 
ce recombinant a été mis en évidence dans d’autres régions du monde mais chez des patients 
originaires d’Europe de l’Est, démontrant ainsi l’émergence, l’implantation et la circulation de 
cette souche. Le point de recombinaison des souches intergénotypiques a été identifié en NS2, 
à la jonction NS2/NS3 ou au début de NS3. Les recombinaisons intragénotypique et intra 
sous-type concernent essentiellement le génotype 1 et les points de recombinaisons ont été 
localisés dans différents gènes : core, E1-E2, NS3, NS5B et NS5A. Ces recombinaisons 
exigent qu’une même cellule, et a fortiori un même individu, soit infectée par deux souches 
génétiquement différentes. 
 Ces travaux montrent également la difficulté d’identifier les souches recombinantes. 
En effet, le génotypage pré-thérapeutique en pratique quotidienne est réalisé sur une seule 
cible (NS5B ou 5’NC), ce qui limite largement l’identification de telles souches. Il est ainsi 
probable que les évènements de recombinaison soient aussi sous-estimés chez le VHC. 
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3. Prise en charge de la maladie à VHC 
 
3.1. Physiopathologie de l’infection par le VHC 
 
 3.1.1. L’hépatite aiguë 
 
Après le contage, la phase d’incubation est en moyenne de 2 mois mais peut varier de 
2 à 20 semaines. Il n’y a pas de critères diagnostiques précis pour définir l’hépatite C aiguë. 
C’est un faisceau d’indices qui amènent au diagnostic, avec par exemple la notion d’un 
facteur de risque dans les mois précédents, la présence de certains signes cliniques évocateurs, 
un bilan biologique perturbé avec notamment une augmentation du taux de transaminases de 2 
à 20 fois la normale et la présence d’ARN viral du VHC chez un patient auparavant négatif. 
La recherche des anticorps anti-VHC n’est pas toujours contributive. En effet, la fenêtre 
sérologique peut être longue, la séroconversion survient entre 6 semaines et 6 mois après la 
contamination. Cliniquement, l’hépatite aigue est difficile à identifier car cette phase est très 
souvent asymptomatique. Seulement 25 à 30% des patients vont présenter des signes cliniques 
parmi lesquels un ictère, un état fébrile, une asthénie, des troubles digestifs avec nausées, 
vomissements ou perte d’appétit, et des douleurs abdominales. Ces symptômes, s’ils sont 
présents, surviennent 6 à 8 semaines après le contage et persistent ensuite entre 3 et 12 
semaines, ils disparaissent en général en même temps que la décroissance des transaminases 
et de l’ARN viral. L’hépatite aiguë peut être sévère et prolongée mais les formes fulminantes 
sont exceptionnelles [167]. 
 
 3.1.2. L’hépatite chronique 
 
La résolution spontanée de l’infection aiguë par le VHC permettant une clairance 
virale survient chez 20 à 40% des patients, les chiffres sont variables selon les études car 
seulement 30% des infections aiguës ont une manifestation clinique, ce qui limite le suivi de 
l’ensemble des infections par le VHC (Figure 19). Bien qu’aucun facteur prédictif de la 
guérison spontanée au stade d’infection aiguë n’ait été clairement démontré, plusieurs 
éléments cliniques semblent émerger. Le sexe féminin, l’âge inférieur à 40 ans semblent 
favorables à la guérison, le second critère est aussi renforcé par l’observation d’un taux élevé 
de guérison chez l’enfant, de l’ordre de 80%. La présence d’un ictère pourrait aussi favoriser 
la clairance virale, suggérant une réponse immunitaire efficace. A l’inverse certaines maladies 
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infectieuses comme l’infection par le VIH ou par Schistosoma mansoni diminueraient les 
chances d’élimination du virus tout comme un état d’immunodépression causé par une greffe 
d’organe. Enfin, une diversité génétique élevée au sein de la quasiespèce semble péjorative 
alors qu’une homogénéité de la population virale parait associée à une guérison spontanée. Le 
niveau de charge virale initiale et le génotype n’ont jamais été associés à une évolution 
particulière de l’infection aiguë [168, 169]. 
La persistance de l’ARN viral au-delà de 6 mois après la contamination est le critère 
retenu pour définir l’infection chronique par le VHC. Ainsi, près de 70 à 80% des adultes 
infectés n’éliminent pas le virus et développent une hépatite chronique [170]. C’est finalement 
à ce stade que le diagnostic est souvent fait, soit devant un bilan hépatique perturbé avec des 
transaminases élevées ou lors de bilans sérologiques systématiques. Peu d’études sont 
disponibles sur le suivi à long terme de patients infectés pour lesquels la date d’infection est 
connue. Cependant, les analyses menées sur des patients infectés par transfusion de sang ou 
injection d’immunoglobulines ont permis de caractériser l’infection chronique par le VHC. 
L’évolution lente et à bas bruit de la maladie est à l’origine d’une inflammation et d’une 
fibrose du tissu hépatique et conduit à une cirrhose dans 20% des cas après 20 ans 
d’évolution, puis peut évoluer vers le carcinome hépatocellulaire (CHC) qui a une incidence 
annuelle de 5% [171-173]. Cependant, plusieurs profils d’évolution vers la cirrhose peuvent 
être définis : évolution rapide avec survenue moins de 20 ans après la contamination, profil 
intermédiaire avec survenue 20 à 50 ans après, et profil d’évolution lente avec survenue plus 
de 50 après, et enfin l’existence de patients non progresseurs. A partir du moment du 
diagnostic de cirrhose, les principales complications sont la décompensation, le CHC et le 
décès lié à l’insuffisance hépatique avec un risque à 5 ans de 18%, 7% et 9% respectivement 
[174]. Ces données globales doivent être confrontées au niveau individuel avec plusieurs 
facteurs qui influencent l’histoire naturelle de la maladie. Ainsi, la co-infection par les virus 
VIH et VHB accélère l’évolution de la maladie hépatique. La progression de la fibrose est 
aussi favorisée par l’âge auquel survient l’infection (en d’autres termes la durée de 
l’infection), le sexe masculin, l’origine ethnique (le taux de complications est ainsi plus élevé 
au Japon par rapport à l’Europe et l’Amérique du Nord), la consommation d’alcool. Enfin les 
co-morbidités que sont l’obésité, l’hémochromatose, les stéatoses non liées à une exogénose 
favorisent aussi une évolution péjorative de la maladie [172]. Au total, l’infection par le VHC 
serait à l’origine de 27% des cas de cirrhose et 25% des CHC au niveau mondial et 
entraînerait 8000 à 10000 décès par an [123, 175].  
 
 
49 
 
 
Figure 19. Histoire naturelle de l’infection par le VHC. 
 
 3.1.3. La réponse immunitaire au cours de l’infection par le VHC 
 
La réponse immunitaire innée est mise en place en premier lieu lors de la primo-
infection et orchestre ensuite la réponse immunitaire adaptative. Elle est essentiellement basée 
sur la production d’interférons de type I qui n’ont pas d’activité antiviral propre mais qui sont 
des médiateurs de l’expression d’effecteurs antiviraux ; ces interférons contribuent aussi à la 
cytotoxicité des cellules NK (Natural Killer), à la maturation des cellules dendritiques (CD) et 
à la différentiation des lymphocytes cytotoxiques. L’efficacité de ces réponses conditionne la 
clairance virale ou à l’inverse l’évolution vers l’infection chronique.  
L’immunité innée anti-VHC débute au niveau des hépatocytes infectés et surtout des 
cellules dendritiques plasmacytoides (pDC). La reconnaissance des épitopes viraux par les 
récepteurs PRRPs (Pathern Recognition Receptors) active les voies de signalisation : 
- des TLRs (Toll Like receptor) : les TLR 7/8 et 9 sont activés par la liaison aux ARN 
viraux alors que le TLR2 se lie aux protéines virales core et NS3 [176-178] (figure 20),  
- de l’hélicase RIG-1 (retinoic acid-inducible gene-I), PRR intracellulaire activé par 
l’ARN simple brin du VHC [179, 180], (Figure 21).  
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Figure 20. Voie d’induction de l’expression des INF-I par les TLRs, d’après Bouttier et al, 
2008 [181]. 
 
 
Figure 21. Voie intracytoplasmique d’induction de l’expression des IFN-I par l’ARN 
hélicases RIG-1, d’après Bouttier et al, 2008 [181]. 
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Ces cascades de signalisation aboutissent à l’activation de facteurs de transcription, 
principalement le facteur NF-κB mais aussi les facteurs IRF3 et IRF7, et à la production de 
cytokines pro-inflammatoires (TNFα, IL-1, IL-6, interférons type I (α/β)) [182, 183]. Les 
interférons produits vont ensuite activer l’expression des ISGs (interferon-stimulated genes) 
via la voie de signalisation cellulaire JAK/STAT, conduisant à l’expression de protéines 
effectrices antivirales telles que PKR, IFIT1, ISG20, ADAR1 ou OAS [184-186] (Figure 22). 
L’immunité innée anti-VHC est aussi médiée par les cellules NK (natural killer) ; elles ont 
une activité de cytotoxicité directe par exocytose de granules riches en perforine et granzymes 
et de cytotoxicité indirecte (induction de l’apoptose des cellules cibles par contact direct de 
ses protéines membranaires TRAIL, FasL ou TNFα). Les cellules NK sont aussi capables de 
secréter différentes cytokines à activité antivirale (Interféronγ) ou permettant une stimulation 
de la réponse immunitaire (activation des lymphocytes T et maturation des cellules 
dendritiques : cellules activatrices de la réponse adaptive) [187]. Il a été démontré que les 
protéines du VHC étaient capables d’interagir avec les acteurs de la réponse immunitaire 
innée et de les inhiber. La protéase NS3/4A est ainsi capable de cliver la protéine IPS-1 de la 
voie RIG-1 [186, 188, 189] et la protéine TRIF de la voie TLR3 [190] conduisant à une 
inhibition de la production d’interféronβ et de cytokines pro-inflammatoires. L’infection par 
le VHC conduit aussi à des perturbations de la voie JAK/STAT avec une probable implication 
de la protéine core, mais aussi de la protéine NS5A [191-193]. L’échappement viral au 
contrôle de l’immunité innée pourrait aussi être expliqué par une anomalie de répartition des 
différents phénotypes de cellules NK et une diminution des cellules NK à activité cytotoxique 
directe [194, 195]. Les protéines du VHC, notamment la protéine E2, entraineraient 
également une diminution des capacités de dégranulation [196]. 
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Figure 22. Voie de signalisation des interférons α/β. D’après Bouttier et al, 2008 [181]. 
 
Concernant la réponse immunitaire adaptive, elle est médiée par les réponses cellulaire 
et humorale. Les lymphocytes T CD4+ sont stimulés par les cDC (cellules dendritiques 
conventionnelles) secrétant de l’IL-12, et sont polarisés en lymphocytes TH1. Ils vont alors 
stimuler la prolifération des lymphocytes T CD8+, qui détruisent les hépatocytes infectés par 
le VHC par cytotoxicité directe. Ils activent aussi la prolifération et la différentiation des 
lymphocytes B qui donneront les plasmocytes secrétant les anticorps anti-VHC. La réponse 
immunitaire adaptive à médiation cellulaire apparait comme la réponse majeure dans le 
contrôle de la réplication virale et la clairance [197]. A l’inverse la réponse humorale apparait 
de façon tardive après le contage, il s’agit d’anticorps neutralisants mais qui sont bien souvent 
adaptés à la quasiespèce précédente et donc « en décalage » par rapport à la quasiespèce 
présente [26]. 
 Ainsi, une réponse immunitaire initiale puissante semble associée à une éradication 
virale. A l’inverse, une réponse immunitaire de faible amplitude favoriserait la mise en place 
de mécanismes d’échappement par le VHC et l’évolution vers la chronicité. De probables 
facteurs génétiques de l’hôte sous-tendent cette variation d’efficacité de réponse immunitaire. 
Ainsi, certains allèles des molécules HLA-I (HLA-B57 et B27) et HLA-II (HLA-DQB1*0301 
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et DBR1*1101) seraient associés à une éradication spontanée du VHC [198]. De même, une 
éradication virale spontanée est plus fréquemment observée chez les patients présentant des 
cellules NK exprimant le récepteur inhibiteur KIR2DL3 avec HLA-C1 par rapport aux 
patients avec des cellules NK exprimant le récepteur KIR2DL2 [199]. 
 
 3.1.4. Les manifestations extra-hépatiques 
 
L’infection chronique par le VHC est souvent accompagnée de manifestations extra-
hépatiques. La persistance du virus entraîne une inflammation chronique « à bas bruit » et une 
stimulation permanente du système immunitaire [200]. Ainsi, l’échappement du virus au 
système immunitaire conduirait à l’accumulation d’immuns complexes et pourrait favoriser la 
survenue de maladies auto-immunes [201]. Des études sérologiques ont montré que 50 à 90% 
des patients présentant une cryoglobulinémie mixte (CM) de type II ou III avaient une 
sérologie VHC positive, d’autre part plus d’un tiers des patients infectés par le VHC avaient 
des immuns complexes circulants précipitant au froid, caractéristiques du syndrome 
cryoglobulinémique [202, 203]. Les CM sont à l’origine de vascularites, elles correspondent à 
la prolifération de clones de lymphocytes B produisant des IgM ayant une activité de facteur 
rhumatoïde (c’est-à-dire anti-IgG). Les manifestations cliniques engendrées sont diverses, 
triade classique des CM (purpura, arthralgie et asthénie) ou atteintes plus sévères au niveau 
neurologique (neuropathies périphériques) ou rénal (glomérulonéphrite membrano-
proliférative). Des auto-anticorps sont aussi fréquemment trouvés (Ac anti-nucléaire, anti 
muscle lisse, anti-microsome foie ou rein (anti LKM1)) et expliquent les désordres 
immunitaires rapportés au cours de l’infection à VHC tels que le syndrome de Sjögren, les 
hépatites auto-immunes de type 1 ou 2 ou les thyroïdites auto-immunes. Au niveau 
physiopathologique, l’analyse des CM chez les patients infectés par le VHC montre une 
association d’IgM anti-IgG et d’anticorps IgG anti-VHC. Il semblerait que les antigènes E2 
du VHC présentent une homologie structurale et antigénique avec le domaine variable des 
immunoglobulines humaines, et seraient ainsi reconnus par les auto-anticorps humains [204].  
En outre, la survenue de lymphomes non-hodgkiniens (LNH) de type B semble aussi 
plus fréquente au cours de l’infection par le VHC avec des prévalences rapportées variant de 9 
à 37% selon les études. Cette association pourrait être liée à une stimulation chronique des 
cellules B pour générer la réponse anticorps contre le VHC [205]. Il a ainsi été montré que le 
VHC peut infecter les lymphocytes B en utilisant le CD81 pour pénétrer dans ces cellules et 
stimule de façon chronique la réponse immunitaire. Cette stimulation directe via E2, et 
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indirecte via diverses interactions avec des cytokines et des facteurs cellulaires contrôlant le 
cycle cellulaire conduit à la sélection oligoclonale puis monoclonale de lymphocytes B, 
favorisant l’évolution maligne et la survenue de lymphomes B [206]. 
 
3.2. Prise en charge virologique de l’infection par le VHC 
 
 3.2.1. Circonstances de découverte 
 
 Comme nous l’avons expliqué, l’infection par le VHC est rarement symptomatique. 
Le diagnostic peut être porté au stade d’infection aiguë devant un tableau clinique évocateur 
chez un patient présentant un ictère, des nausées, une asthénie. Le plus souvent c’est le bilan 
biologique de première intention perturbé, avec en particulier une cytolyse d’importance 
variable (1,5 fois la normale jusqu’à 10 fois la normale), qui amènera à la recherche d’une 
infection par le VHC. Cependant, la découverte est fortuite pour une grande partie des 
patients lors d’un bilan systématique, suite à une consultation de médecine du travail par 
exemple. L’infection est aussi recherchée chez les patients décrivant un facteur de risque tel 
qu’une transfusion avant les années 1990 ou l’usage de drogue par voie intraveineuse. Cette 
recherche est aussi recommandée lors du diagnostic de l’infection par le VIH (et doit être 
répétée annuellement) et du diagnostic des cancers hématopoïétiques, en particulier les 
lymphomes. Enfin la recherche de l’infection est obligatoire et réglementaire lors d’un don de 
sang, d’organe, de tissus ou de cellules et lors d’un bilan d’accident d’exposition au sang 
(personnel professionnel victime ou patient source). 
 
 3.2.2. Le diagnostic sérologique 
 
La stratégie diagnostique recommandée par la Haute Autorité de Santé en France en 
2011 repose sur la recherche des anticorps anti-VHC [207]. Ce diagnostic indirect recours à 
l'utilisation de tests immuno-enzymatiques de type ELISA ultrasensibles de troisième 
génération qui présentent d'excellentes spécificité et sensibilité [208].  
 - En cas de dépistage négatif, on peut conclure à l’absence de contact avec le VHC 
sauf infection récente ou immunodépression sévère. Dans ces deux cas, une recherche de 
l’ARN du VHC doit être réalisée.  
 
55 
 
 - La mise en évidence d'une sérologie positive ou douteuse doit être vérifiée par un 
deuxième test sur un second prélèvement de façon réglementaire [Nomenclature du J.O. du 
12/08/1997]. Ce second test peut être un test ELISA (provenant d'une trousse différente que 
celle utilisée lors du dépistage) ou un immunoblot. Les tests de confirmation de type 
immunoblot / western blot permettent la mise en évidence de la spécificité anti-VHC des 
anticorps dépistés vis à vis des différentes protéines virales du VHC. Ces tests peuvent être 
utiles pour différencier une infection aiguë ou récente par le VHC et une réactivité faussement 
positive [209]. Un résultat positif confirmé conduit à recommander la recherche de l’ARN du 
VHC afin de distinguer une infection résolue d’une infection active.  
 
 3.2.3. Outils moléculaires de prise en charge et de suivi virologique 
  3.2.3.1. Détection et quantification de l'ARN du VHC 
La recherche d'une infection active, c'est-à-dire une réplication virale, doit être mise en 
œuvre devant toute sérologie VHC positive confirmée ou suspicion d’infection aiguë. Le 
génome est détectable entre 1 et 3 semaines après la contamination et sa persistance au-delà 
de six mois définie une hépatite chronique.  
La recherche de l'ARN du VHC fait appel à des techniques de biologie moléculaire 
ultrasensibles qui permettent de déterminer la charge virale. Les techniques qui ont été 
successivement développées sont basées soit sur l’amplification de la cible (RT-PCR (Reverse 
Transcription-Polymerase Chain Reaction) et TMA (Transcription Mediated Amplification: 
amplification isotherme de l’ARN)), soit sur l’amplification du signal (technique des ADN 
branchés). Elles permettaient soit une détection soit une quantification de l’ARN viral [210]. 
Les techniques de dernière génération, aujourd’hui largement utilisées, font appel à la RT-
PCR en temps réel et combinent les deux approches (détection et quantification). Ces 
techniques sont ultra-sensibles avec des seuils de détection variant de 10 à 15UI/ml, elles ont 
une grande linéarité (69 à 100
6
 UI/ml), elles sont rapides et très largement automatisées [211].  
Il faut insister sur le fait que le niveau de la charge virale n'est pas corrélé avec le 
degré d'atteinte hépatique et ne prédit pas la sévérité de la maladie hépatique. En revanche, la 
charge virale peut être un facteur prédictif de réponse au traitement. C'est pourquoi des 
mesures répétées de la charge virale sont utiles au cours du suivi des patients qui reçoivent un 
traitement anti-VHC. De même, la cinétique de la charge virale au cours du traitement anti-
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VHC a une excellente valeur prédictive de réponse thérapeutique, cette donnée a été 
particulièrement bien étudiée chez les patients co-infectés par le VIH et le VHC lors de 
plusieurs études majeures [212-215]. La charge virale mesurée précocement, dès 4 semaines 
de traitement, a montré tout son intérêt chez les patients co-infectés participant à l'étude 
ANRS HC02 Ribavic [216]. Cette mesure précoce est maintenant utilisée pour le suivi de 
toute thérapie anti-VHC. 
 
  3.3.2.2. Génotypage du VHC 
Le bilan pré-thérapeutique comprend aussi une détermination du génotype viral. Il a 
été clairement démontré une forte implication de la diversité génétique dans la résistance aux 
traitements antiviraux [8]. La connaissance du génotype est indispensable car il permet à la 
fois de déterminer le schéma thérapeutique, en particulier le type de combinaison et la durée 
du traitement, et a aussi une valeur prédictive de succès thérapeutique. Le typage viral est 
réalisé par technique d'hybridation moléculaire de type Lipa ou par séquençage des régions 
5'NC ou NS5B. Les deux techniques permettent une détermination du type viral, le 
séquençage de la région NS5B apporte une détermination du sous-type beaucoup plus fiable 
que l'hybridation moléculaire [217, 218]. La détermination précise du sous-type du génotype 
1 est pour l’instant impérative en pré-thérapeutique.  
 
3.3. Stratégies thérapeutiques 
 
 3.3.1. Indications thérapeutiques 
 
Le bilan préthérapeutique repose sur une évaluation clinico-biologique du patient. 
L’évaluation du stade de fibrose se place au premier plan de ce bilan ; elle est maintenant 
basée sur l’utilisation combinée de tests biologiques non invasifs (Fibromètre, Fibrotest) et de 
test d’élastométrie impulsionnelle (Fibroscan). Le recours à la ponction biopsie hépatique 
reste indiqué en cas de discordance des analyses précédentes. Les dernières recommandations 
de l’EASL (European Association for the Study of the Liver) ont été publiées en avril 2014 
[219]. L’objectif du traitement anti-VHC est l’obtention de l’éradication virale permettant 
d’éviter la survenue d’une cirrhose, de sa décompensation le cas échéant, d’un CHC et d’un 
décès. Il est recommandé d’instaurer un traitement anti-VHC à partir d’une fibrose de stade 
F2 et de prioriser le traitement chez les patients présentant une fibrose plus sévère (F3 et F4). 
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Le traitement anti-viral des patients avec une cirrhose décompensée doit privilégier une 
combinaison thérapeutique sans interféron, voire sans ribavirine. Le traitement est par contre 
envisagé au cas par cas chez le patient avec une fibrose hépatique nulle à très modérée (F0-
F1). Les autres indications thérapeutiques comprennent les hépatites aiguës, la tentative d’une 
éradication virale avant un projet de grossesse chez la femme, la co-infection par le VIH ou 
une tentative d’éradication virale avant une transplantation hépatique ou chez le patient 
transplanté hépatique présentant une récidive de l’infection. 
 
 3.3.2. Arsenal thérapeutique 
 
Les traitements reposaient encore récemment sur une bithérapie associant l’interféron 
alpha2 pégylé et la ribavirine. Le succès moyen était de 40 à 60%, mais variait selon le 
génotype viral impliqué (48% pour les génotypes 1, 4, 5 et 6 ; 88% pour les génotypes 2 et 3) 
[220-222]. Les échecs thérapeutiques de cette bithérapie étaient liés aux effets secondaires 
(asthénie, anémie sévère, troubles psychiatriques) mais aussi à l’émergence de résistance 
virale (non-réponse de certaines souches à l’interféron) [223]. De nouvelles stratégies 
thérapeutiques sont actuellement en plein essor, elles reposent sur l’utilisation d’antiviraux 
spécifiques du VHC (DAA : direct acting antiviral) associée ou pas à la bithérapie historique. 
Ces molécules représentent une véritable révolution dans la prise en charge de l'infection 
chronique par le VHC. En effet, des antiviraux ciblant la protéase, la polymérase, la protéine 
NS5A et la cellule hôte sont disponibles ou à des stades d’essais cliniques variables.  
 
  3.3.2.1. La bithérapie conventionnelle 
 
L’association interféron pégyléα2a ou α2b et ribavirine conserve encore largement son 
indication en association avec les antiviraux spécifiques pour le traitement des infections 
chroniques par le VHC quel que soit le génotype. Cette bithérapie est aussi conservée en 
indication acceptable pour les génotypes non-1 par le groupe d’experts de l’EASL. Les durées 
de traitements sont définies selon le génotype et la réponse virologique précoce. Concernant 
les patients infectés par les génotypes 2 et 3, le traitement dure 24 semaines et peut être réduit 
à 16 semaines chez les patients présentant une charge virale indétectable à S4. Les patients 
infectés par les génotypes 4, 5 et 6 doivent recevoir la bithérapie pendant 48 semaines. 
Concernant le génotype 1, l’indication acceptable est retenue pour la bithérapie associée à un 
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inhibiteur de protéase de première génération. Pour terminer, la bithérapie conventionnelle 
reste le traitement de référence de l’hépatite C aiguë. 
 
  3.3.2.2. Les inhibiteurs de NS3/4A 
   
   3.3.2.2.1. Les trithérapies de première génération 
 
Les premières trithérapies combinant la bithérapie classique (interferon pégylé et 
ribavirine) et une anti-protéase (bocéprévir ou télaprévir) ont obtenu leur autorisation de mise 
sur le marché (AMM) et ont été proposées depuis 2011 aux patients infectés par le génotype 1 
uniquement.  
 
Le schéma thérapeutique standard du télaprévir comprenait une première séquence de 
12 semaines associant l'interféron pégylé, la ribavirine et l'anti-protéase, suivie d'une séquence 
de 36 semaines de bithérapie sans télaprévir. Le schéma thérapeutique du bocéprévir était 
constitué d'une phase initiale (lead-in phase) de 4 semaines de bithérapie sans anti-protéase 
suivie d'une phase de trithérapie de 36 semaines. Les dernières recommandations américaines 
et européennes abandonnent quasiment ces molécules au profit des molécules sorties en 2014 
[219, 224].  
 
Bien que très encourageantes, ces combinaisons thérapeutiques avaient deux 
inconvénients. Les échecs thérapeutiques étaient fréquemment associés à la sélection de 
mutants résistants, avec une résistance croisée aux deux molécules ; la sélection est rapide et 
la barrière génétique est faible. Cependant la question de la résistance est très débattue. La 
préexistence de variants résistants minoritaires a été démontrée en particulier en recourant aux 
techniques d’ultra séquençage mais l’absence d’intégration du génome du VHC pose la 
question de l’archivage et de la ré-émergence de mutants lors d’une nouvelle exposition à un 
anti-viral déjà reçu et ayant montré un échec virologique. Au plan clinique, ces molécules ont 
montré une mauvaise tolérance, elles entrainent des effets indésirables importants, notamment 
des rashs cutanés et des anémies graves, qui ont pu conduire à l’arrêt du traitement et à une 
mortalité non négligeable notamment chez le patient cirrhotique [225]. 
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   3.3.2.2.2. Les anti-protéases de deuxième génération 
Deux types de composés appartiennent à cette classe : les composés macrocycliques et 
les kétoamides linéaires. Beaucoup de ces molécules anti-NS3/4A de deuxième génération 
sont en essais cliniques de phase III et présentent des résultats très encourageants. Ces 
molécules ont un spectre d’activité plus large sur les différents génotypes et des profils de 
mutations associées à la résistance intéressants. Le siméprévir a obtenu son AMM aux USA et 
a une ATU en France en attendant son AMM européenne très prochainement. Cette molécule 
ne doit pas être prescrite chez un patient infecté par une souche de VHC de génotype 1a 
présentant la mutation Q80K (souche naturellement résistante au Siméprévir). D’autres 
inhibiteurs de protéase de seconde génération sont en cours d’étude de phase III ou de phase 
II (Tableau 1). 
Dénomination Commune Internationale Phase de développement 
Siméprévir (Janssen) ATU 
Asunaprévir (BMS) III 
ABT-450/r (AbbVie) III 
Danoprévir (Roche) II 
Sovaprévir (Achillion) II 
GS-9451 (Gilead) II 
IDX320 (Idenix) II 
MK-5172 (2nde Génération Merck) II 
ACH-2684 (2nde Génération Achillion) Ib 
Tableau 1. Liste non exhaustive des inhibiteurs de protéase NS3/4a en phase de 
développement. 
3.3.2.3. Les nouvelles classes thérapeutiques 
 
Plusieurs cibles virales sont visées avec la même approche que celle utilisée dans le 
traitement du VIH (mêmes cibles et recours à des combinaisons thérapeutiques). Les objectifs 
de ces nouvelles lignes thérapeutiques sont d’obtenir un meilleur taux d’éradication virale, 
une meilleure tolérance clinique, un plus large spectre d’activité, le développement de 
combinaisons sans interféron avec une barrière génétique satisfaisante et des durées de 
traitement raccourcies.  
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  3.3.2.3.1. Les inhibiteurs de la protéine NS5A 
 
La méconnaissance du rôle de cette protéine dans la biologie virale du VHC explique 
l’intérêt tardif qui lui est maintenant porté en tant que cible thérapeutique. Néanmoins, 
plusieurs molécules anti-NS5A ont très récemment montré une activité anti-VHC très 
prometteuse (Tableau 2). Le daclatasvir a été la première molécule identifiée dans cette classe 
[226]. Le mécanisme d’action n’est pas totalement élucidé mais les premiers résultats 
montrent que ce sont des inhibiteurs directs de NS5A avec une liaison au domaine I 
aboutissant à une inhibition du cycle de réplication. Ainsi, le daclatasvir se lie au dimère de 
NS5A et entraine une altération de la localisation subcellulaire de NS5A, ce qui inhibe la 
formation et l’activation du complexe de réplication, d’autre part, le daclatasvir bloque la 
synthèse de l’ARN viral, l’assemblage et la secrétion des virions [227, 228].  
 
Dénomination Commune Internationale Phase de développement 
Daclatasvir (BMS-790052 ; BMS) III 
Ledipasvir (GS-5885 Gilead) III 
ABT-267 (AbbVie) III 
PPI-668 (Presidio) II 
ACH-2928 (Achillion) II 
GSK2336805 (GSK) II 
BMS-824393 (BMS) II 
Samatasvir (IDX719 Idenix) II 
MK-8742 (2
nde
 Génération Merck) Ib 
ACH-3102 (2
nde
 Génération Achillion) Ib 
GS-5816 (2
nde
 Génération Gilead) Ib 
Tableau 2. Liste non exhaustive des inhibiteurs de protéine NS5A en phase de développement. 
 
Les molécules de première génération (daclatasvir, lédipasvir et ABT-267) sont 
caractérisées par une puissance anti-virale à faible dose (de l’ordre du pmol/L), une activité 
pan-génotypique et une faible barrière génétique. Les mutations ont été identifiées dans le 
domaine I (mutations primaires : M38T, Q30E/H/R, L31M/V, P32L et Y93H/N pour le 
génotype 1a et L31F/V, P32L et Y93H/N pour le génotype 1b) et une résistance croisée est 
observée entre les molécules de première génération. Les mutations associées à la résistance 
diffèrent légèrement selon les génotypes, la mutation en position Y93 est par contre identifiée 
quel que soit le génotype et confère un haut niveau de résistance y compris contre les 
inhibiteurs de seconde génération [229].  
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De fait, cette classe doit être utilisée en combinaison avec d’autres inhibiteurs 
spécifiques ou la bithérapie interféron pégylé-ribavirine. Cette dernière association n’est pas 
recommandée pour les patients infectés par le génotype 1a en l’absence de données pour 
l’instant. Le daclatasvir est en attente d’une AMM européenne. 
 
   3.3.2.3.2. Les inhibiteurs de la polymérase NS5B 
 
Plusieurs classes ont été développées: les inhibiteurs nucléosidiques d’une part et les 
inhibiteurs non nucléosidiques d’autre part (Tableau 3). Les premiers essais ont montré de 
bonnes efficacités avec un contrôle de la charge virale, cependant des effets secondaires 
graves allant jusqu’au décès ont conduit à des arrêts de développement (valopicitabine, 
balapiravir) et ont ralenti l’avancée des essais cliniques jusqu’à l’arrivée en 2014 du 
sofosbuvir avec une AMM européenne.  
Les inhibiteurs nucléosidiques sont des analogues des nucléotides naturels, ils sont 
incorporés par la polymérase lors de la synthèse de l’ARN. Ces molécules sont des 
prodrogues et doivent être phosphorylées par les kinases cellulaires avant d’entrer en 
compétition avec les nucléotides naturels. Ils agissent comme des terminateurs de chaine. La 
plupart de ces molécules ne sont pas modifiées en 3’ mais au niveau du ribose en 2’, ce qui 
crée un arrêt de synthèse par encombrement stérique [230]. La cible de ces molécules est très 
conservée parmi les génotypes permettant un large spectre d’activité, et une efficacité sur tous 
les génotypes. En outre, la barrière génétique apparait élevée in vitro. Le sofosbuvir appartient 
à cette classe. 
Les inhibiteurs non nucléosidiques (NNI) agissent de façon non compétitive en se liant 
à différent sites allostériques de la polymérase et inhibent les changements de conformation. 
Trois catégories de composés appartiennent à cette classe selon leur cible au niveau de la 
polymérase : le groupe des NNI1 (benzimidazoles) cible la poche située en haut du pouce ; le 
groupe des NNI2 (thiophènes, pyranoindoles, dihydroxypirones) se lie à la poche localisée à 
la base du pouce ; le groupe des NNI3 (benzothiazidines, acylpyrrolidines) cible la poche 
située à l’interface des domaines du pouce et des doigts de la polymérase [42]. Cette classe 
présente une barrière génétique basse qui conduit à une sélection rapide de souches résistantes 
et n’est active essentiellement que sur le génotype 1. 
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Dénomination Commune 
Internationale 
Phase de 
développement 
Classe 
Sofosbuvir (Gilead) AMM Inhibiteur nucléosidique 
Tégobuvir (Gilead) II Inhibiteur non nucléosidique (NNI3) 
Setrobuvir (Roche) II Inhibiteur non nucléosidique (NNI2) 
Deleobuvir (BI207127 BI) II Inhibiteur non nucléosidique (NNI1) 
ABT-333 (AbbVie) II Inhibiteur non nucléosidique (NNI3) 
ABT-072 (AbbVie) II Inhibiteur non nucléosidique (NNI3) 
Lomibuvir (VX222 Vertex) II Inhibiteur non nucléosidique (NNI2) 
GS-9669 (Gilead) II Inhibiteur non nucléosidique (NNI2) 
BMS-791325 (BMS) II Inhibiteur non nucléosidique (NNI1) 
Tableau 3. Liste non exhaustive des inhibiteurs de polymérase NS5B en phase de 
développement ou commercialisés. 
   3.3.2.3.3. Stratégies d’utilisation des DAA 
 Les recommandations de l’EASL ont pris en compte les molécules disponibles ou qui 
seront approuvées par l’Agence Européenne du Médicament avant la fin de l’année 2014 
[219]. En d’autres termes, seuls la bithérapie interféron pégylé-ribavirine, le sofosbuvir, le 
daclatasvir et le siméprévir sont pris en compte dans ces recommandations les plus récentes. 
Le tableau 4 résume les options thérapeutiques possibles en fonction du génotype, le niveau 
de recommandation est aussi rappelé. 
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Génotype Combinaison Durée  
Contrôles de 
charge virale 
Niveau de 
recommandation  
Précautions 
particulièes 
1 
IFN-Riba-Sof 12 S 
J0, S4, S12;    
S12/S24 postT 
A1 
 
IFN-Riba-Sim 
24 S ou 48S      
(12 S Tri + 12 
ou 36 S Bi) 
J0, S4, S12, 
S24/S48; S12/S24 
postT 
A1 
Hors génotype 1a 
avec mutation 
Q80K (NS3) 
IFN-Riba-Dacl 
24 S (12 S Tri 
+ 12 S Bi ou 
Tri) 
J0, S4, S10, S24; 
S12/S24 postT 
B1 
Uniquement 
génotype 1b 
Riba-Sof 24 S 
J0, S2, S4, 
S12/24; S12/S24 
postT 
B2 
 
Sof-Sim (+/- 
Riba) 
12 S 
J0, S2, S4, 
S12/24; S12/S24 
postT 
B1 
 
Sof-Dacl (+/- 
Riba) 
12 S ou 24 S 
J0, S2, S4, 
S12/24; S12/S24 
postT 
B1 
 
2 
Riba-Sof 
12 S ou 16S ou 
20S 
J0, S2, S4, 
S12/24; S12/S24 
postT 
A1 
 
IFN-Riba-Sof 12 S 
J0, S4, S12;        
S12/S24 postT 
B1 
 
3 
IFN-Riba-Sof 12 S 
J0, S4, S12;        
S12/S24 postT 
A2 
 
Riba-Sof 24 S 
J0, S2, S4, 
S12/24; S12/S24 
postT 
A2 
Hors rechuteurs 
avec cirrhose 
Sof-Dacl (+/-
Riba) 
12 S ou 24 S 
J0, S2, S4, 
S12/24; S12/S24 
postT 
B1 
 
4 
IFN-Riba-Sof 12 S 
J0, S4, S12;        
S12/S24 postT 
B1 
 
IFN-Riba-Sim 
24 S ou 48S      
(12 S Tri + 12 
ou 36S Bi) 
J0, S4, S12, 
S24/S48; S12/S24 
postT 
B1 
 
IFN-Riba-Dacl 
24 S               
(24S Tri ou 12 
S Tri + 12S Bi) 
J0, S4, S10, S24; 
S12/S24 postT 
B1 
 
Riba-Sof 24 S 
J0, S2, S4, 
S12/24; S12/S24 
postT 
C2 
 
Sof-Sim (+/- 
Riba) 
12 S 
J0, S2, S4, 
S12/24; S12/S24 
postT 
B2 
 
Sof-Dacl (+/- 
Riba) 
12 S ou 24 S 
J0, S2, S4, 
S12/24; S12/S24 
postT 
B2 
 
5ou 6 
IFN-Riba-Sof 12 S 
J0, S4, S12;        
S12/S24 postT 
B1 
 
Riba-Sof 24 S 
J0, S4, S12;        
S12/S24 postT 
C2 
 
Tableau 4. Résumé des combinaisons thérapeutiques recommandées par l’EASL en fonction 
du génotype. IFN : interféron α2a/b, Riba : ribavirine, Sof : sofosbuvir ; Sim : siméprévir ; 
Dacl : daclatasvir ; S : semaine ; Tri : trithérapie ; Bi : bithérapie interféron peg-ribavirine ; 
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J0 : charge virale préthérapeutique ; postT : charge virale post-traitement. L’option 
thérapeutique à privilégier est colorée en bleu et tient compte selon les génotypes du taux 
d’éradication observé dans les études, de la facilité d’utilisation de la combinaison, de la 
durée de traitement et du coût. Les autres options thérapeutiques comprennent en particulier 
des combinaisons sans interféron destinées notamment aux patients intolérants.  
 
 3.3.2.4. Les autres molécules en développement 
   3.3.2.4.1. Les autres inhibiteurs spécifiques 
  
 Des développements de molécules ciblant NS4B et p7 sont en cours, mais à un stade 
moins avancé que les classes précédentes.  
 Trois classes d’anti-NS4B sont décrites : le clemizole hydrochloride, qui inhibe 
l’interaction avec l’ARN du VHC [231] ; les composés A2 et C4, décrits par Cho et al. [232], 
qui sembleraient inhiber l’interaction de NS4B avec les structures membranaires ou 
l’oligomérisation de NS4B elle-même; et enfin la silibinine qui perturberait l’interaction 
NS4B-NS3 et l’organisation des membranes cellulaires médiée par NS4B, mais dont le 
mécanisme d’action exact reste encore obscur [233]. 
 Concernant la protéine p7, le BIT225, un inhibiteur dérivé amiloride, a été identifié 
par criblage et a montré une activité inhibitrice sur le virus de la diarrhée bovine (BVDV). 
L’association de cette molécule avec la combinaison interféron pégylé-ribavirine semblerait 
augmenter le taux de réponse virologique [234]. 
 
 3.3.2.4.2. Les inhibiteurs ciblant la cellule hôte (HTAs : Host Targeting Antiviral) 
  
 Cette approche originale cible la cellule hôte et les protéines qui sont stratégiques pour 
la réplication virale. Ces protéines étant conservées dans l’espèce humaine, cela permet de 
s’affranchir indirectement du problème du polymorphisme viral et de développer des 
molécules actives quel que soit le génotype du VHC. 
  
La cyclophiline A (CYPA) est une peptidyl propyl isomérase qui catalyse l’isomérisation cis-
trans des liaisons peptidiques au niveau de résidus proline et qui a un rôle essentiel dans le 
« folding » des protéines cellulaires. Cette protéine a fort niveau d’expression dans le cytosol 
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où elle joue un rôle crucial en permettant la réplication virale [235]. Le mécanisme reste mal 
compris ; cependant, il a été montré que CYPA se lie aux domaines II et III de NS5A et 
participe à la liaison de l’ARN viral à la protéine NS5A. CYPA semble aussi être nécessaire 
au recrutement de la polymérase NS5B dans le complexe de réplication membranaire [236]. 
Plusieurs inhibiteurs de CYPA sont en développement (alisporivir, NIM811, SCY635) ; il 
s’agit de dérivés de la cyclosporine dépourvus d’activité immunosuppressive réalisant une 
inhibition de l’interaction CYPA-NS5A. L’alisponivir (anciennement Debio-025) est la 
molécule dont le développement est le plus avancé avec des essais cliniques de phase III 
débutés en 2011 et une activité antivirale sur les génotypes 1 à 4 [237].  
 
Le microARN miR-122 est un facteur cellulaire fortement exprimé dans le foie qui 
stimule la réplication virale par trois mécanismes : (i) protection de la dégradation de l’ARN 
du VHC par la 5’-3’ exoribonucléase 1, (ii) stimulation de la traduction du génome viral, (iii) 
augmentation de la réplication de l’ARN viral. Les sites de liaison du miR-122 sont conservés 
parmi les génotypes et les sous-types du VHC, rendant cette cible très attractive [238, 239]. 
Le miravirsen, inhibiteur de miR-122, est en phase d’étude clinique IIa sur le génotype 1, ces 
travaux montrent un contrôle de la charge virale VHC et l’obtention de l’indétectabilité, 
malheureusement un rebond viral a été observé chez la majorité des patients après l’arrêt du 
traitement ; d’autres études sont en cours [240]. 
 
D’autres cibles sont à des stades de développement très préliminaires. La stratégie 
basée sur l’inhibition de l’activité de phosphorylation de la PI4KIIIα, indispensable à la 
réplication virale, s’est soldée par un échec dans le modèle souris [241]. L’inhibition de 
l’entrée du VHC est développée en ciblant le récepteur SR-B1, soit par utilisation d’un 
anticorps monoclonal avec une efficacité démontrée chez la souris [242], soit par utilisation 
de l’antagoniste ITX 5061 actuellement en évaluation de phase I [243]. Enfin, un inhibiteur de 
FASN (Fatty Acid synthase), le TVB-2640 est en étude pré-clinique [237]. En effet 
l’expression de FASN est augmentée en présence du VHC, en outre cet enzyme interagit avec 
le domaine N-terminal de la polymérase NS5B et augmente son expression [244], FASN 
apparait donc comme une cible antivirale intéressante. 
 
La prise en charge de l’infection chronique par le VHC se trouve ainsi à un tournant 
majeur, avec un grand espoir pour l’ensemble des patients infectés. De très nombreuses études 
cliniques basées sur différentes associations thérapeutiques de DAA avec ou sans interféron 
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et/ou ribavirine sont actuellement présentées et publiées. Toutes rapportent des taux de succès 
thérapeutiques et de clairances virales exceptionnelles, proches des 100%. Les 
recommandations des sociétés savantes évoluent aussi très rapidement. Le frein majeur à 
l’utilisation de ces molécules est le coût très élevé de ces molécules dans un environnement 
financier de plus en plus contraint. 
 
Dans ce contexte, l’étude du polymorphisme viral du VHC apparaît primordiale. En 
effet, le polymorphisme peut être à l’origine d’échec thérapeutique, qu’il soit primaire 
(souche naturellement résistante à une molécule) ou secondaire (émergence de souche 
résistante sous la pression thérapeutique).  
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II. La protéine NS5A 
 
La protéine NS5A est de taille variable selon les génotypes (entre 445 et 466 aa, 447 
aa pour le génotype 1b). Il s’agit d’une phosphoprotéine qui existe sous deux formes : p56 à 
l’état basal et p58 à l’état hyper phosphorylé [245]. Elle est organisée en dimères ancrés dans 
les membranes intracellulaires par une hélice α-amphiphile. Les données concernant sa 
structure tridimensionnelle sont encore incomplètes dans la mesure où seuls le domaine 
transmembranaire et le domaine I ont été cristallographiés, les domaines II et III semblent être 
des domaines très flexibles (Figure 23). 
 
 
Figure 23. Représentation tridimensionnelle de la protéine NS5A organisée en dimère dans la 
membrane intracellulaire. AH : hélice α amphiphile, D1 : domaine 1, formant la poche de 
liaison à l’ARN, D2 et D3 : domaines extra membranaires flexibles (unfolded domains). 
D’après Bartenschlager, 2013 [42]. 
 
Cependant plusieurs fonctions semblent se dégager des nombreuses études menées sur 
cette protéine. La protéine NS5A, bien que dépourvue d’une activité enzymatique, apparaît 
cependant comme une protéine pléiotropique. Elle joue ainsi des rôles clés à la fois lors de la 
réplication de l’ARN viral et de l’assemblage viral et dans plusieurs interactions avec les 
voies de signalisation de la cellule hôte.  
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La mise au point du système réplicon a initialement permis de montrer la présence 
indispensable de la protéine NS5A dans le complexe de réplication viral associée aux autres 
protéines virales non structurales (en particulier NS5B) [246, 247]. Les études avec les clones 
infectieux ont confirmé ces données et ont permis de préciser l’implication de NS5A lors du 
cycle viral dans sa globalité (phase de réplication et d’assemblage en particulier). 
 
Les interactions entre la protéine NS5A et les voies de signalisation cellulaires sont 
aussi l’objet d’intenses investigations. Elles ont débuté avec la mise en évidence d’une 
résistance à l’interféron, expliquée par la capacité de la protéine NS5A à se lier et à inhiber la 
protéine kinase ARN double brin dépendante (PKR) cellulaire [248]. Depuis, il a été mis en 
évidence de très nombreuses liaisons entre la protéine NS5A et les protéines de la 
signalisation cellulaire. Le développement récent de molécules puissantes anti-VHC 
spécifique de la protéine NS5A, comme exposé précédemment, a permis de définir plus 
finement ses rôles dans la biologie du VHC. 
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1. Structure de la protéine NS5A et fonctions dans le cycle viral 
  
 La protéine NS5A comprend un domaine d’ancrage aux membranes cellulaires suivi 
de trois domaines I, II et III séparés de séquences de faible complexité (LCS : Low 
Complexity Sequences) (Figure 24) [249]. 
 
 
Figure 24. Représentation de l’organisation des domaines de NS5A et de ses principales 
caractéristiques, localisation des domaines d’interactions avec les protéines virales ou 
cellulaires, adapté de He, 2006 [250]. 
 
1.1. Le domaine d’ancrage 
 
 La protéine NS5A est une phosphoprotéine ancrée dans la bicouche lipidique des 
membranes intracellulaires dérivées du reticulum endoplasmique grâce à une hélice alpha 
amphiphile de 30 acides aminés située en N-terminal [251, 252]. Cette hélice permet la 
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localisation de la protéine NS5A dans les compartiments membranaires appropriés mais 
apparait aussi indispensable au processus de réplication virale [252]. Cet ancrage, que seule la 
protéine NS5A possède parmi les protéines non structurales du VHC, est en quelque sorte le 
socle du complexe de réplication qui se forme au sein du réseau membranaire intracellulaire 
ou « membranous-web » présent dans la cellule infectée par le VHC.  
 
1.2. Le domaine I 
 
 Le domaine I est constitué des 213 premiers acides aminés en N-terminal et est le 
domaine le plus conservé entre les génotypes du VHC. Il porte un site de liaison zinc-
dépendant constitué de quatre résidus cystéine (C39, C57, C59 et C80) indispensables à la 
réplication virale et qui permet de définir NS5A comme une métalloprotéine [249]. Deux 
structures tridimensionnelles ont été résolues récemment (Figure 25). Les modèles proposés, 
bien que différents dans leur structure quaternaire, décrivent tous deux une organisation 
homodimérique du domaine I. Tellinghuisen et al. ont identifié un dimère en forme de pince 
avec un large sillon réalisant un site de liaison à l’ARN zinc-dépendant [253] tandis que Love 
et al. identifient une structure avec quatre sous-domaines dont la fonction dans la réplication 
ou l’assemblage viral reste à définir [254]. L’analyse biochimique comparative des ces 
structures par Hwang et al. a permis de définir NS5A comme une nouvelle classe de protéine 
de liaison à l’ARN en terme de structure, leurs travaux ont validé les données de 
cristallographie en démontrant que le domaine I et le domaine de liaison en C-terminal se lient 
à l’ARN viral [255].  
 
 
Figure 25. Représentations tridimensionnelles du domaine I de NS5A proposées par 
Tellinghuisen (A) [253] et par Love (B) [254]. Représentation de l’interaction avec le 
daclatasvir et des positions des mutations associées à la résistance à cette molécule. D’après 
Bartenschlager, 2013 [42]. 
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D’autres travaux ont permis d’affiner la fonction de NS5A comme protéine de liaison 
à l’ARN. Foster et al. ont ainsi démontré que le domaine I est un site de haute affinité pour 
l’ARN viral mais que les domaines II et III sont aussi capables de se lier à l’ARN avec une 
plus faible affinité [256]. En outre, ils ont mis en évidence que la liaison à l’ARN viral se fait 
préférentiellement avec la région poly-uridylée en 3’NC de l’ARN, la polymérase NS5B se 
liant préférentiellement à la région X en 3’NC [255, 257]. Un des domaines d’interaction avec 
la polymérase NS5B est situé dans le domaine I. Plusieurs travaux très récents ont démontré 
que le domaine I de NS5A était le lieu de recrutement et d’induction de lipide-kinases, en 
particulier la phosphatidylinositol-4 kinase III alpha (PI4Kα), voie de signalisation 
indispensable et même critique pour la réplication virale car elle assure l’intégrité 
membranaire du complexe de réplication [258-260]. La PI4Kα est majoritaire parmi les 
lipide-kinases du reticulum endoplasmique, elle a été identifiée comme modulant le trafic des 
vésicules cellulaires et elle est impliquée dans l’établissement de sites de réplication virale à 
partir des membranes du reticulum endosplasmique chez les enterovirus [261]. Ce 
recrutement de PI4Kα permet la synthèse de phosphatidylinositol-phosphate, substrat 
probablement requis pour des protéines cellulaires impliquées dans le complexe de 
réplication. Ainsi, le domaine I de la protéine NS5A joue un rôle essentiel pour recruter et 
coordonner les protéines virales et cellulaires indispensables à la réplication du VHC. 
 
1.3. Le domaine II 
 
 Alors que le domaine I est indispensable à la réplication virale, le domaine II (acides 
aminés 250-342) semble moins impératif. Les analyses par insertion ou délétion en système 
réplicon ont ainsi montré que la délétion de la moitié du domaine II en C-terminal et du 
domaine III [262] ou l’insertion de séquence hétérologue dans le domaine III telle que la gfp 
(green fluorescent protein) n’affecte pas la réplication virale [91]. Le domaine II est un des 
lieux d’interaction avec la polymérase virale NS5B [247], elle contient aussi la région 
déterminant la sensibilité à l’interféron (ISDR : Interferon sensitivity determining region, 
acides aminés 237-276), le domaine de liaison à la protéine kinase R (PKR-bd : protein 
Kinase R binding domain) et une région potentielle d’interaction avec bcl2. Le domaine II est 
aussi riche en résidus sérine identifiés comme des sites d’hyperphosphorylation (S2194, 
S2197, S2201, S2204). Il est important de noter que deux autres régions situées dans le 
domaine II (acides aminés 2200-2250) et en C-terminal du domaine III (acides aminés 2350-
2419) interviennent dans la phosphorylation basale. Le domaine de liaison 2 (LCS2, situé 
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entre les domaines II et III) contient deux motifs polyproline, appelés PP2.1 et PP2.2, qui 
représente des sites de liaison aux domaines SH3 (Src homology 3) d’un grand nombre de 
protéines dont les src-tyrosine kinases [263]. Ces régions sembleraient impliquées dans la 
régulation de la réplication et de l’assemblage viral mais la démonstration reste encore vague 
[264]. 
 
1.4. Le domaine III 
 
Le domaine III (acides aminés 356-447) est le domaine le plus récemment étudié. En 
effet, son rôle restreint dans la réplication virale a de fait limité son exploration. Quelques 
études initiales ont identifié en C-terminal (acides aminés 354-352) une séquence potentielle 
de signal de localisation nucléaire (NLS : Nuclear Localization Signal) mais dont le rôle 
demeure incertain [250, 265]. Une étude récente a cependant démontré une localisation 
nucléaire du fragment C-terminal de la protéine NS5A indispensable à la réplication virale ; 
localisation médiée par une séquence NLS fonctionnelle associée à une activité caspase 
cellulaire. Ces travaux sont aussi en faveur d’une activité transactivatrive de gènes cellulaires 
de cette forme nucléaire de NS5A associée à une réplication virale efficace [266]. 
L’utilisation du modèle JFH-1 a permis une analyse complète du cycle viral et non plus de la 
réplication seule. Cette étape majeure a mis en lumière le rôle du domaine III crucial lors de 
l’assemblage viral [44, 267]. Il est maintenant établi que le domaine III est la région 
d’interaction avec la protéine core, cette interaction survient à la surface des gouttelettes 
lipidiques (LD : Lipid droplets) intracellulaires, il semblerait que le domaine I de NS5A 
assure la liaison aux LDs [44, 268]. Plusieurs résidus sérine et thréonine en C-terminal ont été 
initialement identifiés en système JFH1, sites phosphoaccepteurs probablement phosphorylés 
par des caséine kinases cellulaire de type II (CKII), les études ont rapporté leur rôle 
fondamental dans l’interaction core-NS5A et la formation de virions : le résidu S457 
accompagné du motif SEED apparaissait comme favorable à la phosphorylation par les CKII 
[262] alors qu’une seconde équipe identifiaient un cluster (résidus S452, S454 et S457) [115]. 
Par la construction de clones chimériques, il a été récemment démontré que la production de 
virions est contrôlée de manière similaire en clone JFH-1 (génotype 2a) et H77S (génotype 
1a). Ce travail a pu réconcilier les travaux précédents. Ainsi, Kim et al.. confirment le rôle 
essentiel des trois positions conservés entre les génotypes dans le processus de production de 
virions [269]. Enfin le domaine III contient le domaine hypervariable V3, objet de notre 
travail. Ce domaine V3, localisé entre les positions 2356 à 2379 de la polyprotéine (soit 24 
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résidus entre les positions 384 et 407 sur NS5A), a été initialement décrit par Inshauspe et al. 
[270]. Plusieurs études ont ensuite mis en évidence une relation entre le polymorphisme de 
cette région au sein de la quasiespèce virale et la réponse au traitement par interféron [271, 
272]. D’autres travaux ont ensuite montré des résultats similaires chez des patients traités par 
bithérapie combinant l’interféron et la ribavirine rapportant une diversité et une complexité de 
la quasiespèce statistiquement plus faible chez les patients répondeurs par rapport aux patients 
non répondeurs, en particulier sur le domaine V3 [273-276]. D’autres études n’identifient pas 
un domaine en particulier prédictif de la réponse au traitement, mais dans tous les travaux, le 
domaine V3 apparait comme une région concentrant un fort polymorphisme [277, 278]. Une 
récente étude conduite au sein de notre laboratoire a montré que l’analyse du domaine V3 
semblait un meilleur facteur prédictif de réponse au traitement par l’interféron chez les 
patients infectés par le génotype 1b, la région ISDR apparaissant peu contributive [10]. Le 
domaine V3 n’a pour l’instant pas été caractérisé au plan fonctionnel. 
 
Pour terminer, les analyses structurales par spectroscopie à résonnance magnétique 
nucléaire (RMN) du domaine II et du domaine III ont permis de montrer un état naturel peu 
structuré avec un haut degré de désordre et de flexibilité [279, 280]. Cette désorganisation 
apparente représente un avantage car elle permet à la protéine NS5A de s’adapter en 
changeant de conformation et en conséquence de se lier à de très nombreux partenaires 
cellulaires ou viraux.  
 
Ainsi, la protéine NS5A est indispensable à la réplication virale et à l’assemblage, 
étapes sous le contrôle de phosphorylations. La protéine NS5A est trouvée à l’état basal de 
phosphorylation dans le réseau membranaire et représenterait la forme requise pour la 
réplication. A l’inverse l’état d’hyperphosphorylation, essentiellement médié par les caséines 
kinases I-α, nécessite la présence des protéines virales NS3, NS4A et NS4B. L’interaction de 
NS5A avec hVAP-33, protéine impliquée dans le trafic cellulaire, est inhibée par 
l’hyperphosphorylation et entraine un arrêt de la formation du complexe de réplication et 
l’inhibition de la réplication virale [246, 281]. L’état de phosphorylation de NS5A 
conditionne aussi sa liaison à la polymérase virale NS5B, ce qui serait un mécanisme de 
contrôle indirect de la réplication virale. Enfin, il a été suggéré que la liaison de la polymérase 
virale NS5B à la matrice virale ARN serait modulée par la phosphorylation de NS5A, 
inhibant ainsi la réplication virale de façon directe. Grâce à la capacité de changement de 
conformation des domaines II et III et la présence de nombreux sites de phosphorylation, la 
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protéine NS5A interagit avec de nombreuses protéines cellulaires impliquées dans les voies 
de signalisation du système immunitaire, du contrôle du cycle cellulaire et de l’apoptose.  
 
2. Protéine NS5A et système immunitaire de l’hôte 
 
 La réponse de l’hôte à l’infection par le VHC met en jeu l’immunité innée et 
l’immunité adaptative, elles contribuent à la clairance virale dans certains cas mais participent 
aussi à la persistance virale et à l’altération du tissu hépatique [282, 283]. En effet, les 
réponses immunitaires de l’hôte se trouvent perturbées par des interactions avec différentes 
protéines du VHC.  
 
2.1. Interactions avec la réponse immunitaire innée 
 
 De façon générale, la réponse immunitaire innée met en jeu la production d’interférons 
qui sont des cytokines naturellement produites ; ces interférons stimulent en particulier la 
réponse immunitaire antivirale en activant plusieurs voies de signalisation cellulaire et 
induisent la synthèse de protéines à propriété antivirale. Concernant l’infection par le VHC, 
les interférons de type I (IFNβ et IFNα), de type II (IFNγ) et de type III (IFNλ) participent à la 
réponse antivirale en utilisant des voies de signalisation communes et différentes [283]. Les 
études in vitro et chez la souris « humanisée » rapportent une altération par le VHC de la 
réponse anti-virale innée de façon globale [284, 285] ou impliquant une protéine en particulier 
comme NS5A [286]. Au cours de la phase d’incubation, il a été démontré une diminution de 
la production d’interféron β par l’interaction de la protéine NS3/4A avec les voies RIG-TLR3 
avec pour conséquence une diminution de l’induction de la voie Jak/Stat et une baisse de 
l’expression des gènes ISGs (Interféron Stimulated Genes) [287, 288]; la protéine core 
interagit aussi avec la voie Jak/Stat en inhibant et dégradant StatI. Ces protéines NS3/4A et 
core sont aussi à l’origine d’une inhibition de la production d’IFNα par les cellules 
dendritiques circulantes (pDC) et d’une apoptose des pDC [289, 290]. Concernant la protéine 
NS5A, elle agit préférentiellement de façon directe en ciblant les protéines synthétisées par 
les ISGs, elle interagit moins sur la synthèse des interférons ou les voies de signalisation 
induite par ces cytokines.  
D’une part, NS5A se lie à la PKR activée par les ARN double brin en formant des 
hétérodimères, la PKR intervient dans la régulation de la traduction cellulaire et notamment la 
phosphorylation du facteur d’initiation de la traduction eIF2α. Des travaux récents semblent 
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montrer que la régulation de la PKR impliquerait l’IRES du VHC et le domaine III de NS5A, 
la concentration en protéine NS5A intracellulaire régulerait l’activation de la PKR participant 
ainsi au contrôle de la réplication virale [291]. L’interaction de la région NS5A avec la PKR 
met en jeu le domaine ISDR (interferon sensitivity determining region) [248, 292], qui couvre 
partiellement le domaine de liaison à la PKR. Des études contradictoires présentent le 
domaine ISDR comme une région pouvant être à l’origine de la résistance du VHC au 
traitement par l’interféron. Les premières études d’épidémiologie moléculaire rapportaient les 
isolats viraux avec une région ISDR conservée comme résistants à l’interféron et ceux avec 
des mutations dans la région ISDR comme sensibles [293, 294]. A l’heure actuelle, la 
question reste encore posée. Dans tous les cas, la liaison de la protéine NS5A à la PKR a pour 
conséquence la phosphorylation et l’inhibition du facteur eIF-2α, et entraine l’absence 
d’expression de nombreux ISGs. Les réponses interféron antivirales sont alors diminuées et 
facilitent la réplication virale [295].  
D’autre part, la protéine NS5A peut aussi se lier et inhiber la 2’-5’ oligoadénylate 
synthétase, enzyme dont la synthèse est induite par les interférons et qui est un effecteur de la 
réponse antivirale médiée par la RNASeL [193]. En outre, la protéine NS5A agit aussi 
positivement sur le promoteur du gène codant l’interleukine 8, cytokine capable d’atténuer les 
propriétés antivirales de l’interféron en inhibant de manière globale l’expression des ISGs ; ce 
qui favorise le développement de l’infection virale [296-298]. Enfin, il est démontré que la 
protéine NS5A est capable de se lier à plusieurs molécules des voies de transduction de 
l’interféron telles que la protéine STAT-1 [299] ou la sous-unité p85 de la PI3K [300]. 
 
2.2. Interaction avec la réponse immunitaire adaptative 
 
Les voies TH1 et TH2 de l’immunité adaptative sont aussi altérées au cours de 
l’infection à VHC. D’une part, il apparait clairement que la réponse T CD4+, qui orchestre 
l’ensemble des réponses adaptatives, alliée à une production d’IL2 et d’IFNγ et une réponse 
CD8+ efficace est corrélée à une clairance virale efficace du VHC et une guérison alors 
qu’une réponse T CD4+ absente est constatée chez les patients développant une infection 
chronique [197]. D’autre part, la réponse humorale montre une apparition tardive des 
anticorps neutralisants qui sont incapables d’éliminer le virus mais qui exercent cependant 
une pression de sélection, cette pression contribue largement à l’évolution de la quasiespèce, 
notamment sur la diversité génétique des protéines E1 et E2. Cette stimulation virale des 
lymphocytes B ferait le lit des manifestations extra-hépatiques de types cryoglobulines et 
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l’éventuelle évolution vers le lymphome non hodgkinien de type B. Enfin, la réplication virale 
à haut niveau constitue une activation permanente des cellules T VHC-spécifiques qui 
présentent alors des anomalies fonctionnelles ; il est ainsi mis en évidence une diminution 
puis une perte de la production d’IL-2, de l’activité cytotoxique, de TNFα puis d’IFNγ [282]. 
L’infection virale semble aussi induire la production de cellules Tregs (sous-population de 
lymphocytes T CD4+) qui favoriseraient le passage à la chronicité [200]. Cependant 
l’implication précise de la protéine NS5A dans la modulation de la réponse adaptive reste mal 
connue. 
 
3. Protéine NS5A et oncogenèse 
 
Comme la protéine core et la protéine NS3, la protéine NS5A participe très 
probablement à l’oncogenèse en interagissant avec plusieurs voies de signalisation cellulaire 
qui régulent le cycle cellulaire de l’hépatocyte, l’apoptose et la réponse au stress oxydatif 
[250]. 
 
3.1. Interactions avec la régulation du cycle cellulaire 
 
Trois grandes cascades de signalisation régulant la croissance cellulaire et médiées par 
les MAPK (mitogen-activated protein kinases) sont actuellement identifiées : la voie ERK 
(extracellular signal regulated kinase), la voie SAP/JNK (stress activated protein kinase / c-
Jun N-terminal kinase) et la voie p38 MAPK [301]. Il a été montré que la protéine NS5A 
modulait ces trois voies notamment par l’interaction du motif polyproline C-terminal avec les 
domaines SH3 de la protéine cellulaire Grb2 (growth factor receptor-bound protein 2), 
protéine pivot dans le contrôle de la croissance cellulaire [300]. La séquestration de Grb2 par 
la protéine NS5A conduit à une baisse de l’activation des voies MAPK [302-304].  
 
Concernant le cycle cellulaire, il est normalement régulé par l’activation séquentielle 
de complexes cyclines et cycline-dépendantes kinases (CDK), permettant le passage d’une 
phase du cycle à la phase suivante, chaque passage étant contrôlé par les voies p53 et Rb. En 
phase G1/S, l’activation par p53 du facteur de transcription p21 entraine sa liaison à CDK2 et 
son inhibition. Cela permet l’arrêt temporaire du cycle laissant le temps de réparer l’ADN 
endommagé. Il a été montré que NS5A se lie à p53 et diminue ainsi le contrôle du cycle par 
p21, favorisant la prolifération. NS5A a aussi démontré sa capacité à diminuer l’expression de 
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la protéine ASPM (mitotic spindle protein M) qui conduit à des mitoses aberrantes et une 
instabilité chromosomique [305], l’hyperexpression de la protéine NS5A en culture cellulaire 
conduit aussi à une dérégulation des mitoses associée à une instabilité chromosomique et des 
aneuploidies [306]. Une autre étude a montré la présence d’une proportion d’hépatocytes en 
phase G1 significativement plus élevée dans des biopsies de foie de patients infectés par le 
VHC comparées à celles de sujets atteints d’hépatopathies d’origine alcoolique [307].  
 
Une liaison de la protéine NS5A à la sous-unité p85 de la phosphatidylinositol 3-
kinase (PI3K) a aussi été démontrée et augmente l’activation de la voie PI3K en stimulant 
l’activité catalytique de la sous unité p110 de l’enzyme. Cela conduit à la stabilisation du 
proto-oncogène β-caténine, à une stimulation de son activité de facteur de transcription et en 
conséquence à l’expression des gènes favorisant la survie cellulaire [308-310]. Il a été 
démontré récemment que la protéine NS5A activait aussi directement la protéine β-caténine 
indépendamment de la voie PI3K [311]. Pour terminer, la protéine NS5A est capable d’activer 
le facteur de transcription STAT 3 in vitro et dans les hépatocytes de souris transgéniques, 
STAT3 est stimulé par diverses cytokines et facteurs de croissance cellulaire et est 
habituellement impliqué dans le contrôle du cycle cellulaire et de l’apoptose [312, 313]. 
Ainsi, la protéine NS5A perturbe le cycle cellulaire et favoriserait la prolifération cellulaire. 
 
3.2. Interactions avec les mécanismes cellulaires d’apoptose et de stress oxydatif 
 
Outre la perturbation du cycle cellulaire qui facilite l’établissement d’une infection 
chronique, la mise en place de mécanismes d’échappement au phénomène de mort cellulaire 
programmée ou apoptose par la protéine NS5A est également suggérée. Cela favorise aussi la 
persistance virale. Il est d’emblée important de souligner que les patients infectés par le VHC 
présentent des niveaux plus élevés en protéines TRAIL (TNF-related apoptosis_inducing 
ligand), TNFα, FAS et FASL qui sont les protéines contrôlant les différentes voies de 
l’apoptose [314]. 
La protéine NS5A est capable de se lier aux protéines TRADD et TRAF2 recrutées 
lors de la voie extrinsèque de l’apoptose médiée par le TNFα ; ces liaisons inhibent les 
caspases cellulaires à l’origine du déclenchement de l’apoptose, à l’inverse la protéine NS5A 
ne semble pas interagir et moduler la voie Fas [315]. La protéine NS5A est susceptible 
d’interagir avec les protéines de la famille Bcl-2 qui règlent la balance pro- et anti-
apoptotique : NS5A se lie en particulier à Bad et Bax empêchant leur fonction pro-
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apoptotique de s’exercer [316]. Plusieurs travaux ont aussi montré que la protéine NS5A 
inhibait l’apoptose médiée par p53. Ainsi, la protéine NS5A peut se lier et séquestrer la 
protéine anti-tumorale p53 dans le cytoplasme inhibant sa translocation nucléaire et 
l’induction de l’apoptose [317]. Elle forme aussi des complexes avec p53 et TBP (TATA 
binding-protein) empêchant la liaison à leur séquence d’ADN cible, suggérant un impact sur 
la régulation de l’activité transcriptionnelle cellulaire. Plus récemment, NS5A a été identifiée 
comme un puissant inhibiteur de la voie pro-apoptotique médiée par les LPS 
(Lipopolyssacharides) des bactéries à Gram négatif en diminuant l’expression des récepteurs 
de LPS de type TLR4 (Toll-like receptor 4) [318]. Enfin, Akkari et al. ont récemment montré 
que la protéine NS5A interagissait avec le TGF-β et la protéine Ras avec pour conséquence 
une transformation des hépatocytes primaires vers des cellules tumorales [319]. 
L’infection par le VHC induit un stress oxydatif en partie en cause dans la genèse de la 
maladie hépatique. Plusieurs interactions des protéines virales avec les voies calciques et 
oxygène-dépendantes contrôlant le stress oxydatif ont été mises en évidence, la protéine core 
semblant la plus impliquée. Cependant quelques études rapportent aussi une intervention de 
NS5A dans ces processus. Etant établi que TRAF2 participe à la modulation de la réponse au 
stress du reticulum endoplasmique, l’interaction de NS5A avec TRAF2 précédemment décrite 
pourrait probablement affecter cette voie. Plusieurs études ont rapporté que la protéine NS5A 
semble aussi augmenter la production de ROS (reactive oxygen signalling) qui entraine 
ensuite l’activation de la voie JNK et stimule la néoglucogenèse [320, 321]. Ainsi, les 
phosphorylations des protéines IRS1 (Insulin Receptor Substrat 1) se trouvent augmentées et 
entrainent une perturbation de la voie Akt/proteine kinase B, en particulier des facteurs de 
transcription FoxO1 et FoxO2. Or, il a été suggéré une association entre l’insulinorésistance et 
le risque de progression de la fibrose et la survenue du CHC chez les patients infectés par le 
VHC [320, 322]. En outre, cette activation de la production de ROS s’accompagne d’une 
altération de l’homéostasie calcique cellulaire et conduit à l’activation de plusieurs facteurs de 
transcription comme STAT3 et NF-kB [323]. Ce dernier facteur est primordial à la biologie 
cellulaire car il intervient dans la régulation de l’inflammation, l’immunité innée, la 
cancérogenèse et l’apoptose. L’activation de NF-kB par la protéine NS5A met, entre autre, en 
jeu des mécanismes calcium-dépendants [324]. 
Ces différentes liaisons aux protéines cellulaires convergent ensemble vers un rôle 
majeur de la protéine NS5A dans l’évolution de l’infection par le VHC vers une altération 
cellulaire et la transformation tumorale. 
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III. Le polymorphisme génétique viral : origine et évolution 
 
1. Bases biologiques du polymorphisme viral: mutation, indels, recombinaison et duplication 
 
La variabilité génétique du VHC comme nous l’avons précédemment développée 
s’exprime à différentes échelles, intra- et interindividuelles. Cette variabilité est la 
conséquence de la forte production de virus avec des génomes toujours porteurs de mutations 
ponctuelles nouvelles apparaissant au hasard, la sélection et l’implantation de chaque génome 
étant sélectionnées par l’interaction avec l’environnement et l’hôte.  
 
Ainsi, le mode d’évolution principal des virus à ARN simple brin de polarité positive 
repose sur la mutation soit par transition (remplacement d’une base purique par une autre base 
purique ou d’une base pyrimidique par une autre base pyrimidique), soit par transversion 
(remplacement d’une base purique par une base pyrimidique ou l’inverse). Ces mutations 
peuvent être silencieuses (ou synonymes), elles n’entrainent pas de modification de la 
protéine, ou elles peuvent être non silencieuses (ou non-synonymes), conduisant à une 
modification de l’acide aminé codé et éventuellement des propriétés de la protéine qui sera 
traduite. Cette mutation peut aussi entrainer un codon stop et conduire à un génome défectif. 
Outre la modification ponctuelle de l’acide nucléique, la mutation peut aussi consister en des 
phénomènes d’insertion ou de délétion d’un ou plusieurs nucléotides (appelés indels). 
Lorsque l’indels est un multiple de 3 nucléotides, le cadre de lecture est conservé [325].  
 
La recombinaison est un second mécanisme moléculaire d’évolution qui a été 
largement décrit chez les virus à ARN [326, 327], avec des fréquences variables selon les 
familles virales ; les taux de recombinaison sont élevés chez les retrovirus dont le VIH (10
-4
 à 
10
-5
/site/génération) [328], les enterovirus [329] ou les Corononaviridae [330] ; alors que 
cette modalité d’évolution est rare chez les Flaviviridae dont le taux de recombinaison est 
estimé à 10
-8
/site/génération [331]. Ainsi, la recombinaison des génomes est bien identifiée 
chez le VIH1 avec l’existence de plus d’une soixantaine de formes circulantes recombinantes 
(appelées CRF) [328]. En revanche, la revue réalisée par Morel et al. [166] rapportent 
l’identification de seulement quelques recombinants du VHC intergénotypiques dont le 
premier décrit par Kalinina et al. en 2002 [56], recombinant 2k/1b, mais aussi des 
recombinants intragénotypiques et intra sous-types. Ces recombinants sont probablement 
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sous-estimés du fait du séquençage partiel et non du séquençage complet du génome en 
pratique clinique. 
 Le principal mécanisme régissant la recombinaison chez les virus à ARN est appelé le 
saut de matrice. L’ARN polymérase ARN dépendante associée à l’ARN matrice fait une 
pause au cours de la synthèse du nouveau génome et change de matrice sans se dissocier du 
brin en cours de synthèse puis reprend cette synthèse. La présence de structure en épingle à 
cheveux autour des points de recombinaison des souches de VHC semble aussi favoriser cette 
théorie. Un second mécanisme appelé non réplicatif a été évoqué mais rarement décrit chez 
les virus ARN tels que les poliovirus ou le BVDV [166]. 
 
La recombinaison nécessite la co-infection de l’individu puis de la cellule cible par 
deux souches virales génétiquement distinctes. Selon le type de virus (Figure 26), elle consiste 
en une recombinaison simple (a) ou elle nécessite une production de virus « hétérozygote » 
suivie d’une recombinaison après infection de la cellule cible pour les retrovirus (b). Une 
alternative particulière à la recombinaison est le réassortiment qui consiste en un échange de 
segment chez les virus à ARN segmentés (c), la recombinaison intra-segment a néanmoins été 
démontrée chez ce type de virus.  
 
 
Figure 26. Représentation des modalités de recombinaison génétique selon les espèces 
virales. D’après Simon-Lorière et Holmes, 2011, [326]. 
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Le principal mécanisme permettant ces recombinaisons repose sur un saut de 
polymérase autrement appelé « copy choice model » (Figure 27). Au cours de la synthèse du 
nouveau brin génomique, le complexe polymérase-brin néo-synthétisé peut se dissocier du 
brin matrice. La ré-association à une matrice de même nature à la même position ou à une 
position différente dans le même gène est qualifiée de recombinaison homologue, alors que la 
ré-association à une matrice de nature différente ou à des régions génomiques différentes 
conduit à des recombinaisons non-homologues. Enfin, la dissociation peut être abortive. Les 
changements de matrice semblent être favorisés par des taux de similarité de séquence élevés 
entre le brin « donneur » et le brin « accepteur », cela explique que les recombinaisons 
homologues sont les plus fréquentes. A l’inverse les recombinaisons non homologues sont 
issues d’échange entre régions génomiques distinctes ou entre ARN hétérologues. Ce type de 
recombinaison produit plus fréquemment des génomes délétères et est donc moins souvent 
observé. 
 
 
Figure 27. Schéma des différentes recombinaisons possible à partir du complexe ARN 
polymérase-brin d’ARN matrice-brin d’ARN néo-synthétisé. D’après Simon-Lorière et 
Holmes, 2011, [326]. 
 
Un second mécanisme par recombinaison non réplicative a aussi été décrit au cours de 
quelques travaux menés chez les poliovirus [332] et le bovine viral diarrhea virus (BDVD) 
[333]. Il consiste en un clivage suivi d’une ligation de l’ARN recombinant à la nouvelle 
matrice. Il s’agit alors d’un transfert latéral de gène, ce mécanisme nécessiterait la présence de 
structure secondaire de l’ARN favorable mais se dispense de l’intervention de la polymérase 
virale [334]. 
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Enfin une dernière alternative d’évolution est la duplication de gène. Ce phénomène 
est largement décrit chez les vertébrés mais aussi chez les virus à ADN notamment. Il s’agit 
d’une recombinaison particulière, supportée soit par une double recombinaison soit par un 
transfert latéral de gène. Les duplications de gènes sont rares chez les virus à ARN, comme 
l’ont décrit récemment Simon-Lorrière et Holmes, qui ne relevaient que 9 évènements de 
duplications de gènes parmi l’ensemble des virus à ARN dont les génomes complets étaient 
disponibles dans les bases de données (soit 1198 virus) [335]. De même les évènements de 
duplications partielles restent très rares et essentiellement identifiés dans les régions non 
codantes ou inter géniques [336, 337]. L’évolution par duplication chez les virus à ARN 
conduit à une augmentation de la taille du génome avec pour conséquences une probabilité 
accrue d’apparition de mutations délétères et une baisse de la fitness virale. En outre, un 
génome de plus grande taille allonge le temps de réplication et ne favorise probablement pas 
la dissémination. L’hypothèse mécanistique majeure repose sur le saut de polymérase et une 
recombinaison avec une réassociation du brin au niveau de région avec des fortes homologies 
de séquences, hypothèse confortée par l’identification de recombinaisons homologues 
majoritairement. Il s’agit alors de la coexistence de deux gènes issus du même ancêtre, ces 
copies sont alors présentes sur la même branche d’un arbre lors d’une reconstruction 
phylogénétique.  
 
Plusieurs travaux supportent aussi la possibilité que la duplication soit issue d’une 
recombinaison avec du matériel génétique d’un autre organisme, proche cependant, reposant 
sur un transfert latéral de gène plutôt qu’une duplication vraie. Cela est compatible avec 
l’observation que les similarités des séquences sont parfois plus élevées entre un des gènes 
dupliqués et le gène de l’organisme donneur qu’entre les deux copies de gènes. Cela a ainsi 
été montré avec la description de l’émergence d’un nouveau genre de DHV (Duck Hepatitis 
Virus) type 1 [338]. Cette souche possède une structure génomique typique de picornavirus à 
l’exception de la présence de 3 copies répétées consécutives du gène 2A, 2 copies sont plus 
proches des donneurs que de l’exemplaire ancestral. Ainsi, 2A1 est plus proche des 
Aphtovirus, le 2A3 se regroupe avec le parechovirus humain, le gène 2A2 n’a pas trouvé de 
lien identifié avec d’autres picornavirus. Les analyses menées sur le génome complet 
conduisent à l’identifier comme un nouveau clade parmi les picornavirus. Ainsi une 
duplication peut être la marque ou la cicatrice d’une recombinaison non homologue. 
 L’exploitation de ces informations génétiques est maintenant devenue le support 
indispensable à l’étude de l’évolution du monde vivant. 
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2. Evolution des génomes viraux à ARN 
 
2.1. Principe 
 
 La phylogénie moléculaire est une discipline récente devenue maintenant 
incontournable pour reconstruire l’histoire évolutive des organismes vivants. L’augmentation 
considérable du nombre de séquences disponibles, la facilité croissante pour obtenir les 
séquences génomiques contemporaines et la puissance croissante des systèmes informatiques 
permettent le développement d’outils d’analyses statistiques complexes et robustes. Les virus 
à ARN, en particulier le VIH, les virus Influenzae ou le VHC, sont des modèles de référence 
qui ont largement contribué à l’essor de ces outils, ouvrant ainsi un nouveau champ d’étude 
de la virologie moléculaire. 
  
 En effet, l’originalité des virus à ARN réside dans leur dynamique d’évolution. Ils 
combinent un temps de génération court, une production de populations de grande taille et un 
taux de mutations élevé permettant des analyses informatives et robustes sur une échelle de 
temps courte « adapté au temps humain » (1 an par exemple) et de petites séquences 
génomiques (dès 300 nucléotides). L’échantillonnage est donc plus informatif et plus facile à 
obtenir qu’avec des organismes comme les eucaryotes dont le taux de substitution/site/an est 
un million de fois plus faible que celui des virus à ARN [339, 340]. Ces virus appartiennent 
avec les ADN mitochondriaux anciens à la catégorie des « measurably evolving populations » 
(MEPs), population d’intérêt majeur en termes d’analyses d’évolution [341]. Les séquences 
génétiques des MEPs peuvent être échantillonnées à différents temps (très rapprochés (ARN 
viraux) ou très éloignés (ADNmt anciens)) et présentent un nombre de mutations 
statistiquement significatifs. L’accumulation des mutations dans le temps et leur fixation dans 
la population peut être estimée et calculée, et permet des descriptions évolutives pertinentes. 
La notion de temps et d’horloge moléculaire est ainsi intégrée dans les modèles d’analyses 
phylogénétiques.  
  
 La large diffusion des outils de phylogénie moléculaire permet d’explorer de très 
nombreux aspects de la biologie virale, depuis l’épidémiologie des populations, 
l’investigation des transmissions, jusqu’à l’analyse des populations virales dans les 
compartiments chez un individu. Quel que soit la méthode utilisée, il est nécessaire de réaliser 
un alignement des séquences avec une grande minutie pour ne pas compromettre la fiabilité 
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des résultats. Ces jeux de données sont ensuite soumis à un codage informatique permettant 
leur utilisation dans des algorithmes statistiques. Ces algorithmes testent plusieurs hypothèses 
jusqu’à obtenir l’hypothèse la plus vraisemblable qui sera reconstruite sous la forme d’un 
arbre. 
 
2.2. Intérêt pratique 
  
 L’ensemble des méthodes de phylogénie permettent d’aborder l’évolution d’une part à 
l’échelle de la population (inter-hôte) et de se concentrer alors sur les processus de 
transmission, la dynamique d’évolution est plus « neutre » dans ce cas, et d’autre part à 
l’échelle de l’individu (intra-hôte) au niveau duquel les processus de sélection sont alors plus 
finement étudiés. 
  
 Les outils les plus récents combinent la notion d’évolution et de processus écologique. 
En d’autres termes, les principes de phylogénie et de génétique des populations sont utilisés 
mais tiennent compte de l’évolution du pathogène au cours de l’infection et des processus de 
transmission (passage de barrière d’espèce ou transmission inter-hôte). Ces méthodes ont été 
développées pour répondre à différentes problématiques en utilisant une échelle de temps 
adaptée selon les modèles (notion d’horloge moléculaire) et en délimitant une zone 
géographique ou spatiale de travail.  
 
 Ainsi la notion de phylodynamie a ainsi émergée récemment [342]. Il peut s’agir de 
l’exploitation de ces méthodes à une échelle globale pour analyser l’influence des flux 
migratoires et des déplacements humains, pour reconstruire l’historique d’épidémies ou 
l’émergence de nouveaux virus. L’étude systématique de milliers de séquences d’isolats de 
virus grippaux à l’échelle mondiale et de façon annuelle a ainsi permis de montrer une 
complexité de la dynamique des épidémies composées d’épidémies hivernales en zones 
tempérées et de cas sporadiques tout au long de l’année en zone tropicale. La ré-émergence 
saisonnière est alimentée par une source persistante d’influenzae A virus en Asie du Sud-Est 
qui suit les réseaux de transports aériens et dissémine l’épidémie hivernale [343]. Les 
analyses de diversité ont montré aussi des pressions de sélection exercée par l’immunité de 
l’hôte à l’origine d’un taux d’évolution très élevé sur les acides aminés des sites antigéniques 
de l’hémagglutinine alors que les dynamiques d’évolution sont plus variables à l’échelle du 
génome entier [344, 345]. La dynamique d’évolution des virus grippaux est la résultante de la 
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combinaison de processus écologiques et de facteurs d’évolution intrinsèque. L’histoire 
d’autres épidémies a aussi pu être analysée et reconstruites. Nous pouvons citer par exemple, 
l’explosion de l’épidémie du VHC au 20
ème
 siècle, virus implanté chez l’homme depuis 
plusieurs siècles, à travers l’avènement des pratiques transfusionnelles [346]. De même, les 
analyses de reconstruction phylogénétiques de l’histoire de la pandémie à HIV1 ont permis 
l’identification de multiples passages de barrière d’espèces, évènements fondateurs survenus 
en Afrique, de la dissémination à l’échelle mondiale et la datation du début de l’épidémie à la 
1ère moitié du 20
ème
 siècle [347, 348]. 
  
 Une épidémie localisée à l’échelle d’une communauté (quelle que soit la taille de la 
communauté : une collectivité, une ville, un pays ou un continent) est aussi l’objet d’études de 
phylodynamie, il s’agit alors d’un cluster d’infection au niveau phylogénétique. Les objectifs 
peuvent être de déterminer la source de l’épidémie lors de l’émergence d’un nouveau virus 
comme cela a été le cas avec le SARS en 2003. Les analyses ont permis d’identifier une 
première source, la civette, puis le réservoir primaire, la chauve-souris et enfin le passage de 
barrière d’espèce a été daté à 4 ans grâce aux outils d’horloge moléculaire [349, 350]. Il est 
aussi possible de reconstruire le schéma d’invasion de la souche et d’établissement de la 
souche dans la population, ce qui est particulièrement intéressant en médecine vétérinaire.
  
 Enfin, l’analyse des clusters de transmission et des chaines de transmission, que 
l’histoire de transmission soit connue ou inconnue, est menée à l’aide de ces outils. Ces 
analyses permettent de mesurer des taux d’évolution, permettent aussi de valider les outils 
développés (validation des modèles d’horloge moléculaire) ou à l’inverse peuvent montrer la 
survenue d’incohérence dans ces modèles. La cohorte irlandaise « anti-D », qui correspond à 
un groupe de femmes transfusées accidentellement par le même lot de produit sanguin 
contaminé par du VHC à la même période, a permis ce type d’étude fournissant des 
conclusions robustes [351]. Quand l’histoire de transmission n’est pas connue, les objectifs 
peuvent être alors de rechercher la date de début d’épidémie ou la source épidémique. 
  
 L’évolution virale intra-hôte, c’est-à-dire à l’échelle de l’individu, représente le stade 
ultime d’expression de la diversité génétique et concerne particulièrement les virus à ARN à 
l’origine d’infection chronique de plusieurs mois à plusieurs années, permettant des 
échantillons itératifs dans le temps et des analyses de dynamique d’évolution virale 
pertinentes. Ces études concernent en premier lieu le VIH et le VHC. Ainsi, la dynamique 
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d’évolution du VIH chez l’hôte est principalement guidée par la sélection naturelle exercée 
par le système immunitaire. L’analyse des quasiespèces a montré que la diversité génétique 
est relativement basse quel que soit le moment de l’infection [352], cependant cette diversité 
génétique augmente progressivement au cours de l’infection chronique et est corrélée à 
l’évolution clinique [353] et au niveau d’échappement du VIH aux anticorps neutralisants 
[354]. Les analyses ont même montré des évolutions différentes des quasiespèces virales du 
VHC selon les compartiments cellulaires chez un même individu [355]. 
  
 Ces analyses menées à l’échelle globale, locale ou intraindividuelle tendent vers des 
modélisations avec intégration des modèles mathématiques qui sont communes. En effet, en 
considérant la cellule ou le compartiment à l’échelle de l’hôte comme un individu à l’échelle 
populationnelle, les mêmes modèles intégrant les processus d’évolution et les processus 
écologiques peuvent être appliqués [356].  
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IV. Place de l’étude du domaine V3 
 
La protéine NS5A est probablement impliquée dans l’évolution chronique de la 
maladie à VHC et la résistance au traitement antiviral. Une étude conduite au laboratoire de 
virologie du CHU d’Angers a montré que l’analyse du domaine V3 semblait être un meilleur 
facteur prédictif de réponse au traitement par l’interféron chez les patients infectés par le 
génotype 1b, la région ISDR apparaissant peu contributive [10]. Au cours de cette étude, 
l’amplification de la région V3 a permis de mettre en évidence chez 5 patients parmi 136, une 
duplication de ce domaine V3 [11, 357]. La prévalence de cet événement était de 3,67%. 
Quatre patients avaient une insertion de 31 acides aminés et le dernier une insertion de 27 
acides aminés sans décalage du cadre de lecture. L’analyse de la séquence protéique de cette 
insertion a montré une augmentation de la polarité et de l’antigénicité ainsi qu’une diminution 
de l’hydrophobie, suggérant ainsi l’émergence d’un site antigénique. En outre, un patient 
présentait un lymphome et un second patient présentait une cryoglobulimie associée à une 
insuffisance rénale chronique. 
 
Dans ce contexte, nous avons réalisé le dépistage systématique de cette duplication du 
domaine V3 dans la population de patients infectés par le VHC de génotype 1b dépistés de 
façon prospective dans 19 laboratoire de virologie français, étude réalisée avec le soutien du 
groupe AC11 de l’ANRS (projet ANRS-Appel d’Offre 2006). Les objectifs du travail étaient : 
 
- de définir la prévalence de ce polymorphisme et son implication dans la 
physiopathologie de l’infection par le VHC de génotype 1b à travers une étude épidémio-
clinique.  
Dans la mesure où le domaine V3 a été décrit comme un site hydrophile, cible possible de la 
réponse immunitaire à médiation humorale [272], la duplication de ce domaine pourrait être 
impliquée dans la réponse immunitaire antivirale qui joue déjà un rôle majeur dans l’évolution 
de la maladie. En effet, une réponse inflammatoire excessive accompagne l’infection par le 
VHC favorisant d’une part le développement du carcinome hépatocellulaire et d’autre part la 
survenue de pathologies dysimmunitaires. Il est ainsi rapporté une augmentation 
statistiquement significative des cryoglobulinémies mixtes et du risque de développer un 
lymphome non-hodgkinien chez les sujets infectés par le VHC [358]. Il apparaissait donc 
intéressant de rechercher une éventuelle implication de cette duplication en fonction de la 
présence de pathologies hépatiques, de cryoglobulinémies ou de lymphomes.  
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- de réaliser une étude d’épidémiologie moléculaire afin de déterminer l’éventuel 
mécanisme à l'origine de la duplication du domaine V3.  
Nous avons séquencé les gènes NS5A complet, E1 et NS5B par séquençage direct et NS5A 
complet après clonage, afin de mener dans un second temps des analyses phylodynamiques à 
l’échelle interindividuelle et intraindividuelle. Nous avions aussi des prélèvements séquentiels 
de souches sauvages et de souches avec duplication que nous avons exploités en analyse de 
cinétique de quasiespèces. Nous avons pu appliquer une horloge moléculaire grâce à la 
disponibilité d’échantillons dès la contamination. 
 
- de réaliser des analyses fonctionnelles au niveau protéiques et d’identifier de 
potentiels partenaires cellulaires préférentiels de cette protéine particulière.  
Nous avons réalisé les productions en vecteurs d’expression des protéines NS5A mutées et 
sauvages, montrant leur expression en cultures de cellules de mammifères et en culture 
bactérienne. Nous avons réalisé un crible en système double-hybride levure contre une banque 
de foie. Nous avons initié la production des protéines NS5A mutées et sauvages pour 
permettre une validation des interactions en système pull-down. 
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CHAPITRE 2 : EPIDEMIOLOGIE CLINIQUE DE LA DUPLICATION V3 
 
I. Introduction 
 
Nous avions mis en évidence au sein de notre laboratoire un polymorphisme majeur 
du domaine V3 réalisant une duplication de 31 acides aminés de ce domaine sur des souches 
de VHC de génotype 1b. Cette insertion n’a encore jamais été décrite. Afin de préciser le rôle 
de ce polymorphisme dans l’histoire clinique de l’infection par le VHC de génotype 1b, nous 
avons mis en œuvre une étude d’épidémiologie clinique multicentrique impliquant 19 
laboratoires de virologie hospitaliers français avec le soutien financier du groupe AC11 de 
l’ANRS obtenu en 2006. 
  
 Chaque laboratoire a inclus de façon consécutive tous les patients infectés 
chroniquement par le VHC de génotype 1b nouvellement identifiés par le virologue 
investigateur entre 2006 et 2009. Chaque inclusion était associée à une lettre d’information 
remise à chaque patient. La note d’information et la fiche de recueil anonyme des données 
clinico-biologiques ont été validées par le comité d’éthique du CHU de Brest (Avis CPP 
Ouest 6-15112006) et par la CNIL (Commission Nationale Informatique et Liberté). Aucun 
prélèvement supplémentaire n’était nécessaire et un aliquot de 500µL de sérum prélevé sur la 
sérothèque du laboratoire a été utilisé pour notre travail. 
  
 A l’issue de l’inclusion, les échantillons ont été transmis au laboratoire de virologie du 
CHU d’Angers à l’exception des centres de Brest, Rennes et Clermont-Ferrand qui ont réalisé 
les analyses de dépistage en interne. Afin de confirmer la présence d’une insertion et de 
définir précisément sa taille et sa composition, les échantillons identifiés en dépistage ont été 
séquencés.  
 
Chaque patient inclus dans notre étude a fait l’objet d’un recueil rétrospectif de 
données cliniques et biologiques. Les analyses statistiques ont été menées à l’aide du logiciel 
SAS version 9.3 (SAS Institute, Inc., USA).  
Nous avons initialement recruté 938 patients mais 117 échantillons n’ont pas pu être 
amplifiés. Parmi les 821 patients finalement inclus, nous avons identifié 25 patients infectés 
par une souche de VHC portant une insertion dans le domaine V3 soit une prévalence de 
3.05% dans la population étudiée. Vingt et une souches avaient une insertion de 31 acides 
aminés, 3 souches avaient une insertion de 27 acides aminés et la dernière souche portait une 
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insertion de 12 acides aminés ; le cadre de lecture était conservé pour toutes les souches. Les 
analyses de séquence ont permis de confirmer qu’il s’agissait de duplication du domaine V3 
avec des taux d’identité variant de 48 à 96% associés à des E-values supérieures à 4
-5
. La 
comparaison de prévalence a ensuite permis de montrer une corrélation entre la présence de la 
duplication V3 et la sévérité de la maladie hépatique: les patients avec une cirrhose avaient 2 
fois plus de risque d’être porteur de la souche avec la duplication (p=0.04). Le test de 
tendance montrait aussi que la prévalence de cette souche augmentait avec la présence d’une 
cirrhose ou d’un CHC en comparaison d’une absence de cirrhose. (p de tendance=0.045). Ce 
travail a identifié pour la première fois une duplication partielle d’un gène du VHC de 
génotype 1b dans la région NS5A. Nos analyses suggèrent aussi une possible implication de 
ce polymorphisme dans la sévérité de la maladie hépatique. 
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Abstract: 
The NS5A protein of the hepatitis C virus has been shown to be involved in the development 
of hepatocellular carcinoma. In a French multicenter study, we investigated the clinical and 
epidemiological features of a new HCV genotype 1b strain bearing a wide insertion into the 
V3 domain. We studied NS5A gene sequences in 821 French patients infected with genotype 
1b HCV. We identified an uncharacterized V3 insertion without ORF disruption in 3.05% of 
the HCV sequences. The insertion comprised 31 amino acids (aa) for the majority of patients; 
3 patients had 27 aa insertions and 1 had a 12 aa insertion. Sequence identity between the 31 
aa insertions and the V3 domain ranged from 48 to 96% with E-values above 4e
-5
, thus 
illustrating sequence homology and a partial gene duplication event that to our knowledge has 
never been reported in HCV. No particular geographical localization was found for this strain. 
No association was found with extrahepatic diseases, i.e., cryoglobulinemia or lymphoma. 
Conversely, patients with cirrhosis were two times more likely to have HCV with this genetic 
characteristic (p=0.04). Moreover, its prevalence increased with liver disease severity (from 
3.0% in patients without cirrhosis to 9.4% in patients with both cirrhosis and HCC, p for 
trend=0.045). We identified a duplicated V3 domain in the HCV-1b NS5A protein for the first 
time. The duplication may be associated with unfavorable evolution of liver disease including 
a possible involvement in liver carcinogenesis. 
 
Key words: hepatitis C virus, NS5A, hepatocellular carcinoma, cirrhosis, V3 domain 
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Introduction 
Infection by hepatitis C virus (HCV) becomes persistent in around 80% of cases and in turn a 
major cause of liver disease for the approximately 184 million HCV patients worldwide [1]. 
The infection is a major public health issue as these chronically infected patients are at risk of 
developing liver cirrhosis and hepatocellular carcinoma (HCC) [2]. 
HCV is a single-strand RNA virus belonging to the Flaviviridae family. Its genome encodes a 
polyprotein of about 3000 amino acids (aa) that is then cleaved by viral and host proteases 
into structural (Core, E1 and E2, p7) and non-structural (NS2, NS3, NS4A and NS4B, NS5A 
and NS5B) proteins. As for other RNA viruses, HCV is notable for its considerable genetic 
diversity: presently, 7 genotypes and more than 70 subtypes have been described [3]. 
NS5A is a phosphoprotein found in a basally phosphorylated 56 kDa form and a 
hyperphosphorylated 58 kDa form. The N-terminal domain contains an amphipathic alpha 
helix mediating membrane anchorage [4]. The cytoplasmic portion is divided into three 
domains separated by low complexity sequences. Domain I has been solved by protein 
crystallography; it is a zinc binding domain that may dimerize. Domains II and III are both 
natively unfolded [5]. NS5A is not yet fully characterized. However, we do know that it is a 
pleiotropic protein with several identified functions. Thus, studies strongly suggest that NS5A 
plays a role in resistance to interferon (IFN)-based therapy [6], in the establishment of chronic 
hepatitis and in liver carcinogenesis [7]. NS5A continues to be a major subject of research 
especially since it was recently identified as a target for new antivirals [8]. 
A variable region, named V3, was identified by Inchauspe et al. in the NS5A domain III 
(NS5A2356-2379) [9]. A correlation between the mutation level in V3 and the response to IFN 
therapy was firstly demonstrated by Duverlie et al [10]. We and others confirmed that pre-
therapeutic mutational analysis of the V3 domain in quasispecies appeared predictive of 
virological response to IFN [11]. 
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In previous studies [11, 12] in HCV-1b-infected patients, we discovered a NS5A 
polymorphism that may consist in V3 domain duplication. One of those patients had 
cryoglobulinemia and developed a non-Hodgkin lymphoma. To better understand this 
unknown but intriguing HCV polymorphism, we performed a multicenter study to estimate its 
prevalence and identify its epidemiological features. 
 
96 
 
Patients and methods 
Study Patients 
Sera from consecutive patients newly diagnosed with chronic HCV-1b infection between 
2006 and 2009 were selected at the routine genotyping step in each participating virology 
laboratory (19 French academic centers, Figure 1). No additional serum samples were 
required for the study.  
Ethics Statement 
An information letter was sent to all patients and the study was approved by the Ethics 
Committee of the University Hospital of Brest (Avis CPP Ouest 6-15112006). The CPP do 
not required a written consent form as (i) the research was not interventional and any clinical 
or therapeutic consequences were involved (ii) no additional serum sample was done, research 
was performed in the HCV genotyping sample and focused on the HCV genome only. The 
study was also approved and registered by the National Commission for information 
technology and civil liberties (CNIL, 907057-09032007). 
Demographic and clinical data 
Date of blood sample collection and biological parameters including HCV genotype, viral 
load and biochemical measures were obtained from the participating laboratories. 
Demographic (age, gender) and clinical (fibrosis evaluation and presence of cirrhosis 
(method, date and result), presence of HCC, cryoglobulinemia, lymphoma or co-infection 
(HIV or HBV), presumed date of infection and route of transmission if available) data at the 
time of inclusion were retrospectively collected from medical records. Using the collected 
data, we were able to determine fibrosis stages or the presence of cirrhosis in 542 patients. 
One hundred and eight patients were classified as cirrhotic, including 61 subjects (56.5%) 
with histologically confirmed cirrhosis (i.e., fibrosis stage evaluated as F4 according to the 
Metavir classification system). In 24 patients (22.2%) the diagnosis of cirrhosis was based on 
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both liver stiffness evaluation by transient elastography (Fibroscan) and a concordant 
diagnosis for at least one liver blood test (FibroMeter, Fibrotest, APRI) or corroborating 
clinical information. The 23 other patients were known to have cirrhosis according to the 
recorded clinical data, but the diagnostic details were not reported. 
NS5A amplification and direct nucleotide sequencing 
All samples were centralized and analyzed in the virology laboratory of the University 
Hospital of Angers, except for samples from Clermont-Ferrand and Rennes, which were 
screened on site. HCV RNA was extracted from 200 µL of each serum sample using the 
EasyMag automated extraction system (BioMérieux, Craponne, France). As previously 
described [13], the C-terminal portion of the NS5A gene (388 bp) was amplified by nested 
RT-PCR. Reverse transcription was combined with the first round of PCR using the outer 
primer set S2 and E2. A second-round primer set was used consisting of the inner primers S31 
and I41b. The amplified products were resolved using 2% agarose gel electrophoresis, stained 
with ethidium bromide, and visualized with UV light. PCR products larger than expected 
were sequenced to assess the presence of an inserted domain. Samples bearing a confirmed 
insertion were then subjected to full length NS5A gene amplification and sequencing using 
outer primers E1 and E2 for the RT-PCR (1665 bp) and inner primers I3 and I41b (1344 bp) 
for the nested PCR. 
NS5A PCR products were subjected to direct sequencing using the Big Dye Terminator v3.1 
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) on the automated ABI3130xl, with forward and 
reverse primers used in the nested-PCR rounds, respectively. The aa were numbered 
according to the sequence of the HCV-1b HCV-J prototype (Genbank Accession number: 
D90208). If necessary, supplemental primers were also used for the NS5A sequencing (S2, 
AS2, S4, S31, AS32) [13]. 
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Sequence analysis of the NS5A gene 
All sequences were aligned using SeqScape software (Applied BioSystems). When both were 
present, the aa sequences of the inserted domain and the V3 domain were compared pairwise 
using BLASTP [14]. Sequences were considered homologous when the expected (E)-value 
was above 10
-5
. This cut-off has already been used to assess duplication events in RNA 
viruses and was considered relatively stringent [15]. 
The sequence data reported in the present work were deposited in the DDBJ/EMBL/GenBank 
nucleotide sequence databases: accession numbers KF420489 through KF420513. 
 
Statistical analyses 
Statistical analyses were performed using SAS version 9.3 (SAS Institute, Inc., USA). The 
distribution of categorical variables was expressed as frequencies and percentages. 
Quantitative variables were described in mean values +/- standard deviation (SD) and median. 
Differences between patient groups were analyzed using the Fisher’s exact test for nominal 
variables and the non-parametric Mann-Whitney-Wilcoxon test for continuous variables, 
unless otherwise indicated. 
To assess the clinical relevance of the NS5A V3 insertion, we firstly compared the proportion 
of patients having this genetic characteristic as a function of several diseases. For this, 95% 
confidence intervals (CI) were calculated by the exact method assuming binomial distribution. 
We additionally performed an exact Cochran-Armitage trend test to assess whether the 
proportion of patients having the NS5A V3 insertion increased with liver disease severity (no 
cirrhosis, cirrhosis without HCC, cirrhosis with HCC). A multivariate ordinal logistic 
regression model was then used to assess the relationship of the NS5A insertion with liver 
disease after controlling for potential confounding factors (i.e., age and sex). 
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Results 
 
Identification of a duplicated V3 domain in the NS5A gene 
We initially enrolled 938 patients from 19 university virology laboratories. 117 patients were 
subsequently excluded due to failed NS5A amplification. Those excluded patients were 
younger on average (49.5 ± 13.8 vs 54.8 ± 14.6 years, p-value from Student t-test=0.0002) 
and more frequently men (69.8% versus 50.3%, p<0.0001). However, no viral load 
differences were observed (5.80 ± 0.86 vs 5.91 ± 0.78 log IU/mL, p-value from Student t-
test=0.19) between excluded and included patients. Also, excluded patients did not 
significantly differ from included patients regarding disease duration, contamination date or 
alcohol abuse in the subsample of patients for whom the pertinent information was available 
(data not shown). Consequently, further statistical analyses were performed on 821 patients 
(Table 1). 
Twenty-five of the 821 test subjects were infected by an HCV-1b strain bearing a NS5A gene 
longer than expected. Direct NS5A sequencing of these samples revealed V3 domain 
duplication. Insertion lengths were 31 aa for 21 patients, 27 aa for three, and 12 aa for one. 
The two V3 domains appeared in tandem without open reading frame (ORF) disruption as 
shown in Figure 2. The duplicated domains presented strong sequence similarities with a level 
of sequence identity ranging from 50 to 91%, E-values (expected values) ranged from 4e
-5
 to 
2e
-13
. 
The prevalence of this novel duplication in our cohort was 3.05% (95% CI: 1.98-4.46). No 
particular geographical localization was seen for this mutant strain (Figure 1). 
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Comparison between patients infected by the mutant HCV strain and those infected by wild-
type HCV 
Patient characteristics according to V3 status are shown in Table 1. The only difference 
between the two groups was that patients infected by an HCV virus bearing a V3 duplicated 
domain were older (p=0.035). No differences were found in terms of sex ratio, disease 
duration or HCV viral load. 
In the subsample of patients for whom contamination information was available, time since 
contamination was highly related to age (Spearman rank correlation coefficient r=0.47, 
p<0.0001) but did not significantly differ according to V3 duplication status (p=0.91). 
 
Clinical relevance of the V3 duplication 
To assess possible relationships between the V3 duplication and extrahepatic disease, we 
classified patients according to the presence of cryoglobulinemia or lymphoma. No significant 
difference in the prevalence of V3 duplication was observed between patients having 
cryoglobulinemia or lymphoma as compared to those free of these extrahepatic diseases 
(Figure 3A). 
In contrast, a significant relationship was found between V3 duplication and liver disease. The 
proportion of patients having the mutant strain was two times higher in patients with 
hepatocellular carcinoma compared to those without. We also found a significant association 
between the presence of the V3 duplication and cirrhosis (Figure 3B). Furthermore, the 
prevalence of the mutant strain increased with liver disease severity (p for trend=0.0449) 
(Table 2). Unadjusted ordinal logistic regression analysis showed that the odds of having 
cirrhosis and/or HCC versus being non-cirrhotic was 2.4 times greater in patients with V3 
duplication (OR [95% CI]: 2.41 [1.00-5.81], p=0.0502). After adjustment for age and sex, the 
odds-ratio remained higher than 2.0, but it was non-significant at the conventional 0.05 level 
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(OR [95% CI]: 2.06 [0.84-5.02], p=0.1123). Because of the proportional odds assumption of 
the ordinal logistic regression model, the presence of V3 duplication was associated with the 
same two-fold increase in odds for having HCC versus the combined category “cirrhotic but 
no HCC” or “non-cirrhotic”, after controlling for age and sex. 
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Discussion 
The pleiotropic nature of NS5A in the viral life cycle of HCV has sparked numerous analyses. 
In a previous work, we discovered an HCV-1b strain bearing a duplicated V3 domain in the 
NS5A gene [12]. Here, we performed a large multicenter study to characterize this 
polymorphism at the clinical level. 
We found 25 cases with a high sequence identity between both V3 domains, illustrating 
partial gene duplication in NS5A. In our test population, the prevalence of the strain was 
3.05% (95% CI: 1.98-4.46). To our knowledge, this polymorphism has never been reported 
before. Authors recently reported that gene duplication is infrequent in RNA viruses: they 
identified only nine cases of gene duplication among 1198 RNA virus species analyzed using 
a BLAST approach [15]. Specifically in HCV, insertion or deletion is quite rare. A large 
quasispecies study identified only infrequent, very small (from 1 to 4 aa) insertions in the E1-
E2 or NS5A regions of HCV-1a and 1b. This work demonstrated that insertions were detected 
in all the specimens comprising sequential samples but not always in all the clones [16]. In 
our present work, we used direct sequencing to detect an insertion that was not only large but 
also a tandemly repeated domain. Moreover, an analysis performed at the quasispecies level 
showed that the V3 duplication was present in 100% of the clones of the 25 mutant HCVs 
(n=870); we ruled out technical PCR artifacts that could give rise to the duplication. We also 
identified the V3 duplication following kidney transplantation and its persistence in one 
patient (data not shown). Others studies have described small indels in the 5’UTR [17] or in 
the E1-E2 region, especially in the HVR1 subdomain [18]. In our work, the insertion 
contained 31 aa for almost all of the mutant HCVs (21/25). We thus verified that all the cases 
belonged to genotype 1b by sequencing the E1, NS5A and NS5B regions. Furthermore, 
Moradpour et al. demonstrated that domain III of NS5A tolerates wide heterologous insertion, 
for example by the gfp protein in the HCV replicon [19]. Our findings demonstrate that 
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insertions are also naturally tolerated as suggested in vitro. In contrast, past reports of 
genomic HCV polymorphisms have mainly described recombinant strains; none described 
duplicated domains [20]. Gene duplication in RNA viruses is possible, but it is a contradictory 
evolutionary pathway. Duplication leads to increased genome size, which may lead to new 
evolutionary opportunities, or conversely the enhancement of defects in production or 
replication [21]. Thus, a high mutation rate offers a better evolutionary path for RNA viruses. 
Therefore, a 3% prevalence for the mutated strain exhibiting duplication in the ORF should be 
considered as high. 
In all cases, indels are one feature of the genetic variability characterizing RNA virus 
evolution, but the physiopathological consequences of these changes in HCV have not been 
well explored. The clinical relevance of indels in HCV has been mainly characterized by 
Gerotto et al. They showed that a 1-aa insertion or deletion in HVR1 was significantly 
associated with mixed cryoglobulinemia type 2 [22]. Other authors have correlated indels in 
the NS5A domain with genotype specific signatures and suggested that they participate in 
evolutionary dynamics, with a putative role in the resistance to antiviral therapy or host 
immune response evasion [23].  
Gene duplications have been described as a major evolutionary tool for DNA viruses with 
large genomes encoding multigene families [24]. These phenomena represent a selective 
advantage, providing an opportunity for species diversification, first as genetic redundancy 
then co-evolution of the duplicated genes. This allows for the acquisition of new biological 
functions or the modification of virulence. However, biological constraints make gene 
duplication extremely rare in RNA viruses [25]. 
The few cases of partial gene duplication reported in RNA viruses were located in 
untranslated regions of Flaviviridae [26, 27] or in short intragenic regions. For example, in 
the bovine viral diarrhea virus, a duplicated NS3 gene was associated with increased disease 
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severity [28]. Similarly, an emerging subgroup (J) of the avian leukosis virus characterized by 
a 19bp insertion in the leader sequence has been associated with hemangioma, whereas other 
subgroups are associated with myeloid leucosis [29]. In human virology, Trento et al. 
described a new genotype of human respiratory syncytial virus (BA) bearing a 60-nucleotide 
duplication in the domain coding for the attachment G glycoprotein that emerged during 
successive epidemic seasons. This strain was initially identified at low circulation levels but 
then became the most prevalent circulating strain, possibly due to increased fitness and better 
adaptation to the host [30]. 
HCV infection severity before and after treatment has been linked to host parameters such as 
gender, age of infection, alcohol abuse and more recently genetic IL28B polymorphism. The 
virological characteristics associated with pejorative evolution are viral load and pre-
therapeutic quasispecies diversity. A number of reports have associated aa variations in NS5A 
with issues in antiviral therapy [6, 11, 31] or the evolution of liver disease toward cancer [32]. 
Hung et al. showed that fewer aa substitutions in the NS5A PKRbd domain and the ISDR 
were correlated with HCC in HCV-1b patients [33]. El-Shamy et al. recently found this trend 
also: particular mutations in NS3 and NS5A were more closely associated with the 
development of HCC in their work [34]. The results of the present study suggest that the 
identified polymorphism in NS5A may also be associated with a pejorative progression of 
liver disease. We found a V3 domain duplication in around 3% of the studied patients, and 
observed that this genetic characteristic was much more prevalent in patients with cirrhosis 
and HCC. Moreover, this prevalence increased with liver disease severity, and the relationship 
with liver complications remained strong after adjustment for sex and age, although non-
significant at the conventional 0.05 p-value. Unfortunately, we were unable to identify other 
factors that may potentially influence liver disease severity because the pertinent data were 
available only in a subsample of subjects. Date and route of transmission were not frequently 
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recorded, as mostly observed in prospective studies [35]. Time since contamination may be 
one of the potential confounding factors of the observed relationships with liver 
complications. However this factor was indirectly controlled by age adjustment in our study. 
Indeed, we found a high correlation between time since contamination and age among 
patients for whom this information was available. Moreover, in this subsample, time since 
contamination lost its significant relation to liver complications after age adjustment (data not 
shown). 
Although we feel that the prevalence of the duplication in NS5A should be considered as 
elevated in the setting of RNA viruses and especially in that of HCV, the small number of 
patients with V3 insertions in our study population may lead to a lack of statistical power. 
This may explain the borderline or non-significant p-values and the wide confidence intervals, 
despite the strong observed differences. For these same reasons, the non-significant 
relationship with extrahepatic disease (cryoglobulinemia and lymphoma) should be 
interpreted cautiously. This kind of correlation was previously identified with single 
nucleotide insertions located in the HVR1-envelope [22]. Contrary to E1-E2, NS5A does not 
appear to be genuinely involved in immune system stimulation or clonal selection of 
lymphocytes. The V3 domain, located within NS5A domain III, has been shown to be 
dispensable for HCV replication in vitro [36], and our results suggest that its duplication does 
not influence viral load in vivo. Indeed, we observed no differences in viral loads as a function 
of V3 status. However, NS5A appeared to be indispensible for viral replication. As recently 
described, NS5A domain III seems to be involved in viral particle assembly [37] and the 
consequence of the V3 duplication in this step should be explored. 
Here, we identified a wide duplication event in the NS5A protein of a HCV-1b strain and 
demonstrated that it may be associated with a higher risk of liver complications. The results of 
this cross-sectional study should be confirmed in a larger cohort of patients infected by the 
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HCV strain bearing the V3 duplication. Additional studies are now needed to fully 
characterize this emerging viral strain. 
 
Acknowledgements 
The authors thank K. Erwin for proofreading the English manuscript. 
The authors thank the AC11-HCV Study and AC33-Virology groups, and the following 
clinicians: Angers - I Fouchard-Hubert, P Calès; Avicenne - D Roulot; Besançon - V Di 
Martino; Bordeaux - V de Lédinghen; Brest - JB Nousbaum, F Tanné; Clermont-Ferrand - A 
Abergel; Dijon - A Minello, P Hillon; Grenoble - JP Zarski, V Leroy, MN Hilleret; Limoges - 
V Loustaud-Ratti; Lyon - V Zoulim; Nantes - J Gournay; Paris-Cochin - P Podevin; Paris-
Pitié Salpétrière - P Lebray; Rennes - D Guyader; Saint-Etienne - M. Ecochard, X. Roblin; 
Strasbourg - M. Doffoël; Toulouse - S Métivier, K Barange; Tours - L D'Alteroche, Y Bacq. 
The authors thank A Lefebvre, E Muel, Y Desille, I Renard, A Plages, A Rodallec and W 
Merrouche for their assistance in clinical data recording. 
 
107 
 
References 
 
1. Mohd Hanafiah K, Groeger J, Flaxman AD and Wiersma ST (2013) Global 
epidemiology of hepatitis C virus infection: new estimates of age-specific antibody to HCV 
seroprevalence. Hepatology 57: 1333-1342. 
2. Omland LH, Jepsen P, Krarup H, Schonning K, Lind B, et al. (2011) Increased 
mortality among persons infected with hepatitis C virus. Clin Gastroenterol Hepatol 9: 71-78. 
3. Simmonds P, Bukh J, Combet C, Deleage G, Enomoto N, et al. (2005) Consensus 
proposals for a unified system of nomenclature of hepatitis C virus genotypes. Hepatology 42: 
962-973. 
4. Moradpour D, Brass V and Penin F (2005) Function follows form: the structure of the 
N-terminal domain of HCV NS5A. Hepatology 42: 732-735. 
5. Hanoulle X, Badillo A, Verdegem D, Penin F and Lippens G (2010) The domain 2 of 
the HCV NS5A protein is intrinsically unstructured. Protein Pept Lett 17: 1012-1018. 
6. Enomoto N, Sakuma I, Asahina Y, Kurosaki M, Murakami T, et al. (1996) Mutations 
in the nonstructural protein 5A gene and response to interferon in patients with chronic 
hepatitis C virus 1b infection. N Engl J Med 334: 77-81. 
7. Macdonald A and Harris M (2004) Hepatitis C virus NS5A: tales of a promiscuous 
protein. J Gen Virol 85: 2485-2502. 
8. Gao M, Nettles RE, Belema M, Snyder LB, Nguyen VN, et al. (2010) Chemical 
genetics strategy identifies an HCV NS5A inhibitor with a potent clinical effect. Nature 465: 
96-100. 
9. Inchauspe G, Zebedee S, Lee DH, Sugitani M, Nasoff M, et al. (1991) Genomic 
structure of the human prototype strain H of hepatitis C virus: comparison with American and 
Japanese isolates. Proc Natl Acad Sci U S A 88: 10292-10296. 
10. Duverlie G, Khorsi H, Castelain S, Jaillon O, Izopet J, et al. (1998) Sequence analysis 
of the NS5A protein of European hepatitis C virus 1b isolates and relation to interferon 
sensitivity. J Gen Virol 79 ( Pt 6): 1373-1381. 
11. Veillon P, Payan C, Le Guillou-Guillemette H, Gaudy C and Lunel F (2007) 
Quasispecies evolution in NS5A region of hepatitis C virus genotype 1b during interferon or 
combined interferon-ribavirin therapy. World J Gastroenterol 13: 1195-1203. 
12. Lunel-Fabiani F, Veillon P, Le Guillou-Guillemette H, Redureau J, Coeffic B, et al. 
(2005) Duplication of the V3 domain in Nonstructural 5A Protein related to Hepatitis C Virus 
extrahepatic manifestations. In: Abstracts, 45th Interscience Conference on Antimicrobial 
Agents and Chemotherapy (ICAAC). Washington, DC, USA: American Society for 
Microbiology. pp. 485. 
13. Veillon P, Payan C, Gaudy C, Goudeau A and Lunel F (2004) [Mutation analysis of 
ISDR and V3 domains of hepatitis C virus NS5A region before interferon therapy with or 
without ribavirin]. Pathol Biol (Paris) 52: 505-510. 
14. Altschul SF, Wootton JC, Gertz EM, Agarwala R, Morgulis A, et al. (2005) Protein 
database searches using compositionally adjusted substitution matrices. FEBS J 272: 5101-
5109. 
15. Simon-Loriere E and Holmes EC (2013) Gene Duplication Is Infrequent in the Recent 
Evolutionary History of RNA Viruses. Mol Biol Evol. 
16. Torres-Puente M, Cuevas JM, Jimenez-Hernandez N, Bracho MA, Garcia-Robles I, et 
al. (2007) Contribution of insertions and deletions to the variability of hepatitis C virus 
populations. J Gen Virol 88: 2198-2203. 
 
108 
 
17. Revie D, Alberti MO, Braich RS, Bayles D, Prichard JG, et al. (2006) Discovery of 
significant variants containing large deletions in the 5'UTR of human hepatitis C virus (HCV). 
Virol J 3: 82. 
18. Hohne M, Schreier E and Roggendorf M (1994) Sequence variability in the env-
coding region of hepatitis C virus isolated from patients infected during a single source 
outbreak. Arch Virol 137: 25-34. 
19. Moradpour D, Evans MJ, Gosert R, Yuan Z, Blum HE, et al. (2004) Insertion of green 
fluorescent protein into nonstructural protein 5A allows direct visualization of functional 
hepatitis C virus replication complexes. J Virol 78: 7400-7409. 
20. Morel V, Fournier C, Francois C, Brochot E, Helle F, et al. (2011) Genetic 
recombination of the hepatitis C virus: clinical implications. J Viral Hepat 18: 77-83. 
21. Pybus OG, Rambaut A, Belshaw R, Freckleton RP, Drummond AJ, et al. (2007) 
Phylogenetic evidence for deleterious mutation load in RNA viruses and its contribution to 
viral evolution. Mol Biol Evol 24: 845-852. 
22. Gerotto M, Dal Pero F, Loffreda S, Bianchi FB, Alberti A, et al. (2001) A 385 
insertion in the hypervariable region 1 of hepatitis C virus E2 envelope protein is found in 
some patients with mixed cryoglobulinemia type 2. Blood 98: 2657-2663. 
23. Cuevas JM, Gonzalez M, Torres-Puente M, Jimenez-Hernandez N, Bracho MA, et al. 
(2009) The role of positive selection in hepatitis C virus. Infect Genet Evol 9: 860-866. 
24. Shackelton LA and Holmes EC (2004) The evolution of large DNA viruses: 
combining genomic information of viruses and their hosts. Trends Microbiol 12: 458-465. 
25. Holmes EC (2003) Error thresholds and the constraints to RNA virus evolution. 
Trends Microbiol 11: 543-546. 
26. Gritsun TS and Gould EA (2006) The 3' untranslated region of tick-borne flaviviruses 
originated by the duplication of long repeat sequences within the open reading frame. 
Virology 354: 217-223. 
27. Gritsun TS and Gould EA (2006) Direct repeats in the 3' untranslated regions of 
mosquito-borne flaviviruses: possible implications for virus transmission. J Gen Virol 87: 
3297-3305. 
28. Nagai M, Sakoda Y, Mori M, Hayashi M, Kida H, et al. (2003) Insertion of cellular 
sequence and RNA recombination in the structural protein coding region of cytopathogenic 
bovine viral diarrhoea virus. J Gen Virol 84: 447-452. 
29. Lai H, Zhang H, Ning Z, Chen R, Zhang W, et al. (2011) Isolation and 
characterization of emerging subgroup J avian leukosis virus associated with hemangioma in 
egg-type chickens. Vet Microbiol 151: 275-283. 
30. Trento A, Casas I, Calderon A, Garcia-Garcia ML, Calvo C, et al. (2010) Ten years of 
global evolution of the human respiratory syncytial virus BA genotype with a 60-nucleotide 
duplication in the G protein gene. J Virol 84: 7500-7512. 
31. Puig-Basagoiti F, Forns X, Furcic I, Ampurdanes S, Gimenez-Barcons M, et al. (2005) 
Dynamics of hepatitis C virus NS5A quasispecies during interferon and ribavirin therapy in 
responder and non-responder patients with genotype 1b chronic hepatitis C. J Gen Virol 86: 
1067-1075. 
32. De Mitri MS, Morsica G, Cassini R, Bagaglio S, Zoli M, et al. (2002) Prevalence of 
wild-type in NS5A-PKR protein kinase binding domain in HCV-related hepatocellular 
carcinoma. J Hepatol 36: 116-122. 
33. Hung CH, Chen CH, Lee CM, Wu CM, Hu TH, et al. (2008) Association of amino 
acid variations in the NS5A and E2-PePHD region of hepatitis C virus 1b with hepatocellular 
carcinoma. J Viral Hepat 15: 58-65. 
 
109 
 
34. El-Shamy A, Shindo M, Shoji I, Deng L, Okuno T, et al. (2013) Polymorphisms of the 
core, NS3 and NS5A proteins of hepatitis C 1 virus genotype 1b associate with development 
of hepatocellular carcinoma. Hepatology. 
35. Zeuzem S, Teuber G, Lee JH, Ruster B and Roth WK (1996) Risk factors for the 
transmission of hepatitis C. J Hepatol 24: 3-10. 
36. Tellinghuisen TL, Foss KL, Treadaway JC and Rice CM (2008) Identification of 
residues required for RNA replication in domains II and III of the hepatitis C virus NS5A 
protein. J Virol 82: 1073-1083. 
37. Appel N, Zayas M, Miller S, Krijnse-Locker J, Schaller T, et al. (2008) Essential role 
of domain III of nonstructural protein 5A for hepatitis C virus infectious particle assembly. 
PLoS Pathog 4: e1000035. 
 
110 
 
Figure legends 
Figure 1. Geographical recruitment and localization of the V3-duplicated HCV-1b 
strain. The number of included patients is represented by proportional circles as indicated. X 
represents the number of patients with the V3-duplicated HCV strain in each center. 
Figure 2. Alignments of the 25 sequences showing a V3-NS5A duplicated domain with 
respect to the HCV-J 1b reference sequence. The first V3 domain is located between 
positions 2353 and 2383 (light grey column), the second is tandemly located thereafter out to 
position 2414 (dark grey column). Dots (.) represent identical residues; dashes (-) indicate 
shorter insertions in the last four aligned sequences; X denotes a mixture. 
Figure 3. Comparisons of the proportion of patients having the V3-duplicated HCV 
strain according to clinical status for two extrahepatic diseases (A) and to the presence 
of HCC or cirrhosis (B). Error bars represent 95% confidence intervals.  
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Table 1. Characteristics of included patients according to HCV-1b NS5A V3 status 
 Total Presence of V3 duplication  
 n=821 No (n=796) Yes (n=25)  
 
n (%) or mean (sd) / 
median 
n (%) or mean (sd) / 
median 
n (%) or mean (sd) / 
median 
p 
Male (%) 50.3 50.3 48 0.84 
(a)
 
Age (years) 54.8 (14.6) / 54.7 54.6 (14.6) / 54.3 61.0 (14.2) / 59.7 0.035 
(b)
 
Viral load (log 
UI/mL) 
5.91 (0.78) / 5.98 5.91 (0.78) / 5.99 5.82 (0.62) / 5.88 0.43 
(b)
 
Time since 
contamination 
(years) 
n=191 n=176 n=15  
23.8 (11.9) / 23.0 23.8 (12.2) / 23.0 24.7 (9.3) / 22.0 0.91 
(b)
 
Contamination 
route known 
n=279 n=265 n=14  
Transfusion n=191 (68.5) n=179 (67.6) n=12 (85.7) 0.24 
(b)
 
Injected drug 
use 
n=43 (15.4) n=42 (15.8) n=1 (7.1) 0.70 
(b)
 
(a)
 Fisher’s exact test; 
(b) 
Non-parametric Mann–Whitney–Wilcoxon test 
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Table 2. Patient characteristics and observed prevalence of V3 duplication according to 
combined status for cirrhosis and hepatocellular carcinoma.  
 No cirrhosis Cirrhosis without HCC  Cirrhosis with HCC  
 n=432 n=87 n=32  
Variable 
% or mean (sd) / 
median 
% or mean (sd) / 
median 
% or mean (sd) / 
median 
p for linear 
trend 
Male (%) 44.1 51.8 68.7 0.0056 
(a)
 
Age (years) 54.1 (14.1) / 53.9 59.9 (12.2) / 62.0 65.2 (9.7) / 66.6 <0.0001 
(b)
 
Viral load (log 
IU/ml) 
5.91 (0.74) / 5.97 5.94 (0.79) / 6.00 5.67 (0.80) / 5.72 0.17 
(b)
 
V3 duplication (%), 
95% CI 
3.01 (1.61-5.09) 5.75 (1.89-12.90) 9.38 (1.98-25.02) 0.0449 
(a)
  
(a)
  Cochran-Armitage test for trend; 
(b)
 General linear model including a linear contrast to test trend  
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CHAPITRE 3 : EPIDEMIOLOGIE MOLECULAIRE DES SOUCHES PORTANT UNE INSERTION 
DU DOMAINE V3 
 
I. Introduction 
 
Chez les virus à ARN, les émergences de nouvelles souches proviennent 
principalement de mutations ou de recombinaisons homologues intra ou inter-géniques. Les 
évènements de recombinaisons non-homologues sont généralement délétères et sont par 
conséquent plus rarement observés.  
 
Afin de caractériser l’origine des souches de VHC de génotype 1b présentant une 
insertion dans le domaine V3 et par là même de découvrir le mécanisme évolutif à l'origine de 
la duplication du domaine V3, nous avons mené des analyses moléculaires sur l’ensemble des 
souches précédemment identifiées au laboratoire. Nous avons réalisé d’une part un travail 
d’amplification, de clonage et de séquençage du gène NS5A entier, nous avons d’autre part 
analysé par séquençage direct les gènes NS5A et E1 de ces souches.  
  
 Ainsi, le séquençage direct des gènes NS5a et E1 a été effectué sur 27 souches 
mutantes. Une analyse à l'échelle de la quasi-espèce a aussi été menée par clonage et 
séquençage du gène NS5a chez l'ensemble des souches mutantes et d'autres souches sauvages 
sur des prélèvements itératifs. Nous avons analysé les polymorphismes de séquence sur ces 
souches mutantes ainsi que sur d'autres souches de type sauvage (1 domaine V3) à l'aide de 
méthodes bayésiennes basées sur la coalescence permettant l'inférence d'une histoire évolutive 
(temps de divergence, taux de mutation) et l'identification du mécanisme moléculaire à 
l'origine de la pseudo-duplication de V3. 
  
 Nous montrons que les souches mutantes représentent la totalité de la quasi-espèce 
infectant l'individu dès la contamination et persistent au cours de l'infection jusqu'à plus de 10 
ans. L'étude de l'histoire évolutive révèle que les deux copies des domaines V3 des souches 
mutantes dérivent respectivement de deux populations parentales sauvages du génotype 1b et 
ayant divergé il y a environ cent ans. Enfin la pseudo-duplication du domaine V3 proviendrait 
probablement d'une recombinaison non-homologue entre souches de ces deux populations 
sauvages. Une plus grande sévérité de la maladie hépatique liée à la présence de cet haplotype 
mutant pourrait expliquer sa persistance temporelle. 
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 Les recombinaisons non-homologues entre domaines ou gènes sont des évènements 
rarement observés chez les virus à ARN du fait de leur probable impact délétère sur le virus. 
L'observation in vivo de souches issues d'un tel évènement durant l'intégralité du processus 
infectieux constitue une première en la matière. Nous démontrons ainsi l'émergence réelle 
d'une nouvelle population de souches potentiellement plus virulente que la population 
sauvage. Ce résultat soulève la question de l'impact des recombinaisons non-homologues dans 
les émergences de nouvelles pathologies virales. 
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Abstract 
 
Emergences of new strain in RNA viruses are mainly due to mutations or intra and inter-
genotype homologous recombination. Indeed, non-homologous recombinations may be 
deleterious and are rarely detected. In a previous French multicenter study, we identified 25 
HCV-1b strains bearing two repeated tandemly V3 domains in the NS5A gene without ORF 
disruption. This polymorphism may be associated with unfavorable evolution of liver disease 
including a possible involvement in liver carcinogenesis. The present study aims to 
characterize the origin of these mutant strains and identified on which evolutionary 
mechanism the V3 duplication relies. 
Direct sequencing of the entire NS5A and E1 genes were carried on 27 mutant strains. 
Quasispecies analyses in consecutive samples were also performed by cloning and sequencing 
the NS5A gene for all the mutant strains and other wild strains. We analyzed the mutants and 
wild type sequences polymorphisms using Bayesian methods to infer evolutionary history and 
molecular mechanism leading to the duplication-like. 
We first showed that quasispecies are entirely composed by exclusively mutant’s strains or 
wild type respectively. Moreover we demonstrated that the mutant quasispecies is present 
since the contamination and persists more than 10 years at least. The evolutionary history of 
V3 duplication reveals that the two V3 copies of the mutant strains derived from two parental 
HCV-1b wild type populations and diverged around 100 years ago. This V3 duplication-like 
is likely resulting from a non-homologous recombination that occurred between strains from 
these two wild-type populations. A higher liver disease severity due to the infection by this 
kind of HCV-1b mutants may explain its persistence. 
We detected for the first time in chronically infected patients, persistently in vivo HCV strains 
that result from non-homologous recombination. Our study demonstrates the emergence of a 
new HCV population that may lead to more pejorative liver disease. This result emphasizes 
the possible consequences of the non-homologous recombination in the emergence of new 
viral diseases. 
 
 
120 
 
INTRODUCTION 
 
Evolution by genome recombination is widely described in numerous RNA viruses and has 
been proven to be relevant for epidemiology. Two models of RNA recombination are now 
described: the most frequently and best characterized model consists in a replicative 
mechanism with RNA template switching during viral RNA replication [1, 2], and the second 
one is a non-replicative joining of RNA fragments [3]. Evolution by recombination is 
associated with escape from immunity or allows a therapeutic escape with the emergence of 
drug resistant variants as observed in HIV infected patients receiving antiretroviral therapy 
[4]. Viral recombination could lead to an enhancement of the viral pathogenicity, or to a 
modified host range, it contributes to the emergence of new viral strain as Western Equine 
encephalitis virus [5]. Recombination between live attenuated vaccine strains and wild 
poliovirus had led to the abortion of the poliovirus eradication for instance [6]. However, the 
Flaviviridae family is characterized by a low recombination frequency. Thus, rare naturally 
HCV recombinant strains have been identified at the inter- and intra-genotypic levels [7, 8] 
without any change in gene length (i.e. no insertion); none of them described duplicated 
domains. However, several recent studies suggested that hepatitis C virus (HCV) 
recombination may be underestimated due to lack of accurate routine screening tools [9, 10]. 
Interestingly, gain of virulence may occurred by acquisition of new genes or portions of genes 
during a recombination event. These phenomena represent a selective advantage. They 
provide an opportunity for species diversification, first as genetic redundancy but then 
permitting co-evolution of the duplicated genes. This allows for the acquisition of new 
biological functions or the modification of virulence. Although, viral genomic duplications 
have been largely described in DNA viruses [11]; it appears infrequent in RNA viruses due to 
biological constraints [12] even if it remains possible [13]. Indeed, duplication leads to an 
increase in the genome size; this may lead to new evolutionary opportunities, or conversely 
the enhancement of defects in production or replication [14, 15]. The few cases of partial gene 
duplication reported in RNA viruses were located in untranslated regions of Flaviviridae [16, 
17] or in short intragenic regions. For example, a duplication in the P1 gene of Potyviridae, a 
family of plant viruses, was reported to be the consequence of a former genomic 
recombination and to largely contribute to their adaptation to a wide range of host species 
[18]. Regarding the bovine viral diarrhea virus, a duplicated NS3 gene was associated with 
increased disease severity [19]. Thus, a high mutation rate offers a better way to evolution for 
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RNA viruses and large insertions or duplications have never been reported in HCV until now 
excepting in our previous work [20]. 
 
HCV infection leads to a persistent infection in around 80% of cases and is a major cause of 
liver disease with about 180 millions of people infected worldwide [21]. This infection 
besides a major problem of public health because chronically infected patients are at risk of 
developing liver cirrhosis and hepatocellular carcinoma [22, 23]. HCV is a single-strand RNA 
virus belonging to the Flaviviridae family. Its genome encodes a polyprotein of about 3000 
amino acids which is cleaved by viral and host proteases into ten proteins: structural proteins 
(Core, E1 and E2, p7) and non-structural proteins (NS2, NS3, NS4A and NS4B, NS5A and 
NS5B). The pleiotropic nature of NS5A in the viral life cycle of HCV has sparked numerous 
analyses. Furthermore, clinical trials testing anti-NS5A drugs in combination with other 
antiviral therapies are bringing even more attention to the protein [24].  
The HCV, as other RNA virus such as HIV, is characterized by a huge genetic diversity. 
Today, 7 genotypes and more than 67 subtypes are described [25]. The high replication level 
combined with a RNA-dependent RNA polymerase without a proof reading activity lead to 
the production of closely related but distinguishable viral variants in each infected patient 
named “quasispecies” [26]. The importance of the quasispecies heterogeneity has been largely 
suggested to be a way to evade the immune system and the therapeutic pressure. These 
mutations, insertions and deletions have also been demonstrated to enhance virulence. For 
example, different clinical outcomes in HIV1 subtype C were associated with this kind of 
polymorphism in Nef [27]. Variation of secondary structure of 5'-UTR due to indels and 
mutations might also be correlated to the changes of viral virulence in Enterovirus 71 [28]. 
Comparison with genome sequences of virulent and attenuated Duck Enteritis Virus (DEV) 
strains showed several polymorphisms correlated with pathogenic abilities [29]. Clinical 
relevance of indels in HCV has not been well explored until now. Physiopathological 
consequences in HCV were mainly characterized by Gerotto et al. They showed that a 1 aa 
insertion or deletion in HVR1 was significantly associated with mixed cryoglobulinemia type 
2 [30]. Indels described in the NS5A domains have been correlated with genotype specific 
signature and suggested to participate to the evolutionary dynamics, with a putative role in the 
resistance to antiviral therapy, or to evade the immune host response [31].  
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In previous studies, our team discovered an HCV-1b strain bearing a duplicated V3 domain in 
the NS5A gene. NS5A is a phosphoprotein found in a basally phosphorylated form of 56 kDa 
and a hyperphosphorylated form of 58 kDa. The N-terminal domain contains an amphipathic 
alpha helix mediated the membrane anchorage [32, 33]. The cytoplasmic portion is divided 
into three domains separated by low complexity sequences (LCS). Domain I has been X-Ray 
solved and is a zinc binding domain that may dimerize. Domains II and III are both natively 
unfolded [34, 35]. Even though NS5A is not yet well-characterized, it is a pleitropic protein 
whose several functions are now identified. Thus, studies strongly suggest a potential 
involvement of the NS5A protein in the resistance to the interferon based-therapy, in the 
establishment of a chronic hepatitis and in the liver carcinogenesis [36]. NS5A plays also 
critical roles during the viral life cycle. As recently described, NS5A domain III seems to be 
involved in the virus particle assembly [37]. The variable domain named V3, was identified 
by Inshaupe et al in the NS5A domain III (NS5A2356-2379) [38] and a correlation between the 
mutation level in V3 and the response to interferon therapy was demonstrated [39] and then 
confirmed by our team and others [40, 41]. These data underlined that quasispecies are one 
way used by RNA virus as a selective advantage.  
 
Here we analyzed the evolutionary history and dynamics of a previously reported set of HCV 
1b strains bearing two V3 domains tandemly repeated in the NS5A gene. We had identified a 
wide duplication event in the NS5A protein of a HCV-1b strain in a large multicenter study in 
France including more than 800 patients and demonstrated for the first time that this 
duplication may be associated with a higher risk of liver complications. To understand this 
polymorphism, we have sequenced the entire NS5A and E1 HCV genes taken from our 
previous studies [20, 40-42]. We then performed phylogenetic analyses in direct and clonal 
sequences sets. Our aim was to determine if the second V3 domain arose by duplication event 
or by another process like non-homologous recombination. Using molecular epidemiology 
tools, we compared mutant strains with wild type within and between hosts. 
We showed that the extra-copy of the V3 domain in NS5A has not arose by simple 
duplication. More likely a double recombination event involving another HCV1-b may be the 
cause of the doubling of the V3 domain. Unfortunately, we do not identify any strain carrying 
a V3 domain similar to the one found in the new type of NS5A protein. At last relationships 
between higher mutation rate and severity in hepatitis are discussed.  
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MATERIAL AND METHODS 
 
Samples 
In the present study, we used previous set of samples: 
-a set of NS5A quasispecies sequences taken from HCV 1b infected patients included in the 
NAIF study, with sequential samples from 8 patients (7 had a wild NS5A gene and 1 have a 
duplicated V3 gene (noted NS5A-dup in the following)) [40,41] 
-a set of direct NS5A sequences taken from the 25 patients that have been identified to be 
infected by a V3 duplicated HCV 1b in our French multicenter study [20]. 
We have expanded our analyses using our French multicenter cohort: direct NS5A and E1 
gene sequences was studied in 136 HCV strains (all the strains with the V3 duplication and a 
mean of ten strains taken in each center where a mutant strain was identified; Table 1); 
quasispecies study was also performed on the 25 newly mutant strains identified with a 
sequential analysis in three strains. 
We also download all the complete NS5A genes from all HCV genotypes available from the 
Los Alamos HCV Sequence Database [42]. 
 
Experimental procedures 
Direct NS5A sequences and NS5A quasispecies study 
RNA extraction, entire NS5A gene reverse transcription, amplification, cloning and 
sequencing, were explained in detail elsewhere [41]. Briefly, HCV RNA was extracted from 
200 µL of each serum sample using the EasyMag automated extraction system (BioMérieux, 
Craponne, France). A full length NS5A gene amplification was performed using outer primers 
E1 and E2 for the RT-PCR (1665 bp) and inner primers I3 and I41b (1344 bp) for the nested 
PCR. NS5A PCR products were subjected to direct sequencing using the Big Dye Terminator 
v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) on the automated ABI3130xl, with primers 
previously used in the nested-PCR rounds. 
We obtained 1120 direct NS5A sequences and we obtained a mean of 30 clones per samples 
(119 wild clones taken from 19 serums; 1001 mutant clones taken from 36 serums). HCV 
sequences obtained in this study have been deposited in Genbank with accession numbers XX 
to XX. 
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E1 gene amplification and direct nucleotide sequencing 
The E1 genomic segment (922 bp) was amplified with a two-step RT-PCR using an in-house 
protocol kindly transmitted by Dr C. Henquell. Briefly, a first mixture containing 10µL of 
HCV RNA previously extracted, 0,4pM of random primers (LifeTechnologies) and 0,5mM of 
each dNTP (Life Technologies) was activated for 5min at 65°C followed by 15sec at 25°C. A 
second mixture containing 200U of SuperScript®II Reverse Transcriptase (Invitrogen), 40U 
of RiboLock
TM
 RNAse Inhibitor (Fermentas), 1X of reverse transcriptase buffer and 8m M of 
DTT for a 10µL final volume was added to the previous reaction tube. Reverse transcription 
was carried out for 10min at 25°C and 50min at 50°C. For PCR amplification, a 10µL aliquot 
of cDNA was then added to a 50µL final reaction volume. The reaction mixture contained 
0,4µM of Env-S (5’-TGG GYA ARG TCA TCG ATA CC-3’) and Env-AS (5’-GGC 6GT 
6CK RTT 6AT RTG CC-3’, 6=inosin), forward and reverse primers respectively, 320µM of 
each dNTP, 1Xof polymerase buffer and 1,25U of Taq DNA polymerase (Qiagen). The PCR 
was then performed with a DNA denaturation for 2min at 95°C, followed by 45 cycles of 
denaturation (94°C for 15sec), annealing (49°C for 50sec) and elongation (72°C for 50sec) 
and a final elongation for 5min at 72°C. Twenty-five samples bearing a V3 insertion and ten 
samples originating from each laboratory, in which an insertion was identified, were studied 
(146 samples).  
E1 PCR products were subjected to direct sequencing using the Big Dye Terminators v3.1 
Cycle Sequecing kit (LifeTechnologies) on the automated ABI3130xl, with forward and 
reverse primers used in the previous two-PCR round. The E1 nucleotide sequences were 
assembled into a consensus sequence and then aligned to the HCVJ-1b prototype sequence 
(SeqScape software). 
 
Sequences analysis  
1120 sequences of the quasispecies NS5A gene were aligned according to their amino-acid 
sequence using the Muscle [43] alignment algorithm implemented in the MEGA v6.0.5 
software [44]. Prior to any inference the more likely substitution model was tested using 
jModelTest 2 [45]. The best model was found to be the HKY substitution model [46] and 
gamma heterogeneity and a proportion of invariant sites. This substitution model was used 
when useful in all subsequent analyses. All genealogical and phylogenetic relationships 
between strains on NS5A and E1 genes, were conducted using the models implemented in the 
BEAST v1.8.2 software [47]. For each kind of analysis, we used empirical base frequencies 
which permit to not overparametrize the models.  
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Each analysis using BEASTv1.8 was run using both a strict and uncorrelated lognormal 
relaxed clock [48]. The number of iterations and sampling intervals were tuned for each 
analysis in order to have good ESS values (>200). Thus number of iterations varied from 
2x10
7
 to 4x10
7
 with sampling intervals varying from 1,000 to 10,000. Estimated trees were 
analyzed using the TreeAnnotator software contained in the BEAST package using a burn in a 
step of 1000 and a posterior probability of 0.9. Several datasets were analyzed: intra-hosts 
analyses for NS5A carrying duplication or not, complete NS5A and E1 genes among wild and 
duplicated strains, NS5A V3 domains and NS5A without V3. 
 
Intrahost dynamics 
Clones of NS5A were sequenced in 55 quasi-species. First, we looked for the occurrence of 
the duplication of V3 domain in order to evaluate the homogeneity of NS5A types within a 
quasi-species. In fact, quasi-species only composed of NS5A-dup strains would favor the 
hypothesis of a clearly differentiated population over a recurrent mutational effect in the wild-
type NS5A locus. We inferred the demographic dynamics of each quasispecies using the 
Bayesian Skyline plot [49] model implemented in BEAST. This model permits to plot the 
variation of effective size against evolutionary times given here in coalescent units (2 times 
the effective size Ne). Temporal samplings of a same quasispecies were grouped, decreasing 
the number of wild type from 16 to 9. 
 
Differences in evolutionary rates between wild and NS5A-dup loci 
To test for differences in the rates of evolution between NS5A-dup and wild ones, we 
performed our analyses under the Hierarchical Phylogenetic Model [50] using three strains 
with duplicated V3 domain and seven wild. HPM incorporates fixed effects to test for 
differences in evolutionary dynamics across host populations in a formal statistical framework 
employing stochastic search variable selection and model averaging [51]. Compared to the 
classical strategy of independent analyses of sequences from each patient, the HPM is better 
to estimate evolutionary parameters such as nucleotide substitution rates. For the ten HCV 
strains a temporal sampling was available, that allows for estimation of mutation rate of the 
locus [52] at the quasispecies level. According to hosts the heterochronous sampling covers 
periods of several months (AG5sf) to 12 years (AG2) (see Table 1). 
Statistical inferences of mutation rates as well as of demography were performed using the 
Extended Bayesian Skyline Plot (EBSP) model under the HPM framework. This model 
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assumes population fluctuation, a common situation in viruses; especially in humans were 
treatments can strongly influence the HCV's demography.  
 
Origins of NS5A-dup and the duplicated V3 domain 
The origins of the NS5A-dup were inferred from the analysis of their phylogenetic 
relationships and divergence time with wild strains. We used direct sequencing of NS5A 
locus on the 25 patients of the French multicenter study where the V3 duplication was found 
plus the 70 patients carrying the wild type NS5A strains. We used first the complete 
sequences of NS5A locus and then without the V3 domain(s). For comparison purposes, the 
same analysis was performed for the E1 locus. 
A second set of phylogenetic analyses were performed only on the V3 domain. For the NS5A-
dup locus, we compared the first copy of V3, R1, with the second R2 treating them as 
different loci. We then tested the hypothesis of a separate origin of the extra-copy of V3 in 
NS5A-dup rather than a duplication.  
The hypothesis of an origin of the supplementary V3 domain from out of France was tested 
using 204 sequences of this locus in the Los Alamos database [53]. We performed all the 
analyses described in this section using the constant size coalescent model with random 
relaxed lognormal clock rate which was found to fit better our data.  
RESULTS 
Intrahost dynamics 
Among the 55 quasispecies studied, we found no patient carrying a mix of NS5A-dup and 
wild type at any time. This result confirms the precedent recent clinical study [20] where 
patients were found to be infected by only one type of HCV strain, harbouring NS5A-dup or 
not. However certain strains do not have two complete domains (RE1, LM1 and TR3). They 
can have one complete domain and a piece of the second one, or in the case of TR3 have the 
5-prime part of the fist V3 domain and the 3-prime of the second domain.  
Estimates of demographic dynamics using the Bayesian skyline model indicate that NS5A-
dup strains have a significantly greater demographic growth than wild ones (Mann-Whitney 
U, p=0.001) (Figure 1). Bayesian skyline plots presented different shapes among the 23 
NS5a-dup and the 7 wild strains. For every strain, demographic dynamics seemed to reach a 
plateau. However if clear growth dynamics could have been evidenced for the NS5A-dup 
strains, wild types rather shown constant population sizes.  
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NS5A-dup loci evolve faster than wild ones 
The HPM procedure indicated that the NS5A-dup haplotypes showed a greater mean mutation 
rate (5.74E-4±7.2E-5) than the wild ones (3.94E-4±8.2E-5) (Mann-Whitney U, p<0.01) 
(Figure 2). In the same way, wild type NS5A quasispecies showed a greater tree height 
(42.71±5.4) than NS5A-dup ones (33.05±2.4) (Mann-Whitney U, p<0.01). 
 
Origin of the V3 extra-copy 
First figure 3 indicates that the strains carrying NS5A-dup locus evolved separately from the 
wild ones. Because of the difference induced by the presence of an extra-domain V3 in 
NS5A-dup viruses, we performed the same analysis using sequences without the V3 domain. 
Again we found the same result (Figure 4), indicating that the clustering is really due to real 
divergence between strains. It appears that strains carrying NS5A-dup derived from the wild 
type about an hundred years ago. At last the phylogeny of the locus E1 is congruent with the 
NS5A ones (Supp. Info 1). 
We analyzed the V3 domain alone. In NS5A-dup, we called R1 the first copy and R2 the 
second. The figure 5 shows that the copy R1 appears to be the most divergent one. R2 copies 
are the most related to the wild ones. This result is at odds with the hypothesis of a recent 
apparition of the R1 V3 domain by duplication of the R2 one. Conversely we claim that the 
first V3 domain in the NS5A-dup locus has another origin. Here again we show that the R1-
cluster likely diverged from others about a century ago. Although R2 copies cluster with wild 
type domain, they form a distinct clade, confirming an independent evolution. 
Finally, when performing the analysis with the world database of Los Alamos, we found that 
the V3 domain R1 likely came from a HCV1-b genotype (data not shown). However no V3 
domain clearly clustered with the R1 copy (Figure 6). At this global scale, we confirm the 
common origin of R2 copies with the wild type of V3 domain.   
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DISCUSSION  
Emergence of new pathogens is always of high interest, especially when it concerns human 
health. The biological mechanisms of such emergences are poorly known. Especially the role 
of recombination in the creation of new viral populations is often underestimated as it needs 
co-infection events to occur. Less described is the non-homologous recombination mechanism 
that can occur within or between genotypes of viruses. We studied here the evolutionary 
dynamics of new HCV1-b strains carrying two V3 domains instead of one at the gene 
encoding the NS5A protein. Using clones sequences of quasispecies, direct sequencing as 
well as heterochronous sampling, we showed that the new V3 domain merely arose from non-
homologous recombination events involving an unknown HCV1-b strain rather than by 
duplication. The population of NS5A-dup strains then probably derived from the wild ones a 
century ago. Finally we will discuss how higher evolutionary rates in the protein NS5A with 
two V3 domains may influence the severity of the hepatitis C in humans as recently proposed 
by us. 
 
Origins of the NS5A-dup strains 
The phylogenetics analyses were all congruent whatever the dataset used : on NS5A including 
or not the V3 domain as well as on the E1 gene, all reached the same conclusion that the 
NS5A-dup strains diverged about a century ago from the wild type HCV1-b viruses. Higher 
tree heights estimated on direct sequences of wild type should confirm this result. Thus 
NS5A-dup HCV1-b strains should constitute a real emergence of a new family of HCV1-b. In 
fact the clear-cut clustering between wild and NS5A-dup strains would suggest a reproductive 
isolation between these two families. In fact, if mixing occurred we would not observe any 
clear clustering between NS5A-dup and wild ones. However we could question the ability of 
recombination between strains from different populations in HCV. Recombination represents 
the process by which genetic material is exchanged between strains. Thus the likelihood of 
such recombination events here suggests multiple infections from different donors, allowing 
the mixing of several populations of strains within a patient. In our dataset, we did not detect 
any mixing of populations within any patient. As a consequence there is little chance for 
recombination between the two families of HCV1-b to occur in a short period of several 
decades. Then, in the absence of recombination event between theses strains, we could 
question the likelihood of reproductive isolation within HCV1-b. Is recombination lacking 
because of its rarity in such viruses [54, 55] or is it effective but deleterious because of 
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deleterious phenotypic effect such as incompatibilities [56, 57]? Thus, experimental 
recombination assays in vitro should permit to conclude to a real reproductive isolation. 
More interesting are the phylogenetics of the V3 domain copies themselves. In fact, we firstly 
found that the first copy of V3 does not cluster with the second one. In the case of duplication 
one would expect a common origin for the two copies of a domain within a gene. Our results 
are at odds with this hypothesis. Indeed, the R1 copy of V3 comes from another population of 
HCV1-b as suggested by figures 5 and 6 when the R2 copy rather derived from the V3 
domain observed in all the wild type NS5A genes. The comparison with world database of 
Los Alamos did not permit to clearly identify any potential ancestor for the R1 copy of V3. 
However comparisons with other genotypes of HCV, clearly shows that the R1 copy clusters 
with HCV1-b genotypes.  
The question of the mechanism by which the R1 was added to the 5-prime side of the original 
V3 domain remains addressed. We claim here that this domain may have been introduced by 
non-homologous recombination between two divergent HCV1-b strains. Non-homologous 
recombination in HCV was recently described by Scheel et al. [55]. Although these authors 
demonstrated the potential for non-homologous recombination in RNA viruses, they 
described the mechanism in cell cultures. To our knowledge, we report here the first 
occurrence of a viable non-homologous recombination in a RNA virus that leads to the 
emergence of a new family of HCV1-b since a century. When homologous recombination, 
even rare, has been recognized to involve positive epistasis and produce recombinant with 
increased fitness [58], non-homologous recombination is often deleterious and likely to 
produce non-viable genotypes. In their experiment, Scheel et al. [55] observed a progressive 
deletion of extra-copies of genomes introduced by non-homologous. We also observed the 
occurrence of incomplete V3 domains in three direct sequences of NS5A-dup strains. Such a 
partial deletion could suggest that duplicated V3 domain should be slightly deleterious. 
However in their in vitro experiment Scheel et al. [55] showed that only a few generations are 
required to eliminate the extra-copies. We do not observe any quick elimination of extra V3 
domain as they seemed to have persisted for about a century. The difference with Scheel et al. 
work [55] is that this duplication has experienced “real life” in human organisms, and more 
recently, faced clinical treatments. We could suggest than far from being deleterious, the 
supplementary V3 domain may provide an advantage in epidemiology of HCV1-b. This 
hypothesis is supported the observation of a better demographic dynamics (Figure 1) and 
intrahost mutation rates (Figure 2) for NS5A-dup. Our results showed here that the 
introduction of an extra-copy of a V3 domain did not alter the fitness of HCV strains. 
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Conversely, recent results suggest that such strains may have more negative effects on the 
patients than their wild counterparts [20].  
 
Implications for viral emergence 
NS5A-dup gene showed greater evolutionary rates than the wild locus. HPM framework 
permitted to get a good estimate of mutation rate for each quasispecies. This framework has 
proven is power in comparison of intrahost dynamics in HIV [51]. Such an analysis gives 
more accurate results than working on each quasispecies independently.  
The difference in evolutionary rates between NS5A-dup and wild loci has no consequence on 
the demographic dynamics of the different families. Indeed, no differences were observed in 
the demographic curves estimated under the Bayesian Skyline Model. Clinical studies did not 
observe any difference in the viral load levels between patient respectively infected by the 
NS5A-dup and wild strains (data not shown).  
It appears then that if carrying two V3 domains may not confer any net advantage in the 
intrahost population growth rate, it does not seem to have any deleterious effect. Moreover, 
NS5A-dup strains are found in several patients, and then should harbor all the transmission 
abilities, as shown by the identification of this HCV strain since the contamination (occurring 
by a kidney graft) and its persistence for at least 12 years. Their persistence in all the patients 
infected at different epochs claims again in favor of the absence of any deleterious effect of 
the extra-copy of V3 domain. In other words the acquisition of a supplementary V3 domain 
should be at least considered as selectively neutral if not positive.  
 
CONCLUSION 
Here we showed for the first time the impact of non-homologous recombination on the 
emergence of a new family of strains of HCV1-b. Recombination, although rare in viruses, 
could play an important role in the potential of emergence. However, underestimation of 
recombination rate in HCV should probably relate to methods of clinical diagnostics, which 
most of times focus on a single small region and not on large genomic portions. Here we have 
detected a non-homologous recombination event which is supposed to be rare than 
homologous one. This finding could have strong consequences on the epidemiology of such 
HCV. Indeed, as we evidenced, NS5a-dup strains may form a distinct clade, supposing a 
recent reproductive isolation with the wild strains. As this new population should have its own 
dynamics, considering of HCV1-b as a single population entity for epidemiology could 
therefore be source of bias. In other words, does NS5A-dup still belong to HCV1-b genotype 
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or is it a new emergent genotype (HCV1b cluster)? At last we could question the occurrence 
of such non-homologous recombination events in other viruses for which recombination is 
assumed to be more likely. 
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Table 1: Description of the strains of HCV1-b. For each strain the locality and date of sampling are given. 
Sequences of NS5A harbouring two V3 domains are indictated in bold and italic, the others belong to wild type.  
Direct sequences are given in a) and strains studied for quasispecies analysis are given in b). 
 
 
 
 
 
a) Locality Code Date b) Locality Code Date Quasispecies n
Angers 
AG10s 04/04/2006
Ajaccio
AJ1s 24/09/1997 O 16
AG12s 16/06/2008 AJ1s 25/01/1998 O 13
AG13s 03/02/2009
Angers
AG1 01/08/2002 O 26
AG8s 23/01/2001 AG2 18/02/2000 O 32
AG9s 01/09/2004 AG2 ??/??/1998 24
AG11s 01/02/1999 AG2 ??/??/1996 26
AG14s 01/01/2001 AG2 ??/??/1988 30
AG15s 01/05/2004 AG3 01/01/2002 O 32
AG16s 12/03/2007 AG4 29/06/1998 O 28
AG17s 01/08/2003 AG5s 09/05/1997 O 15
AG18s 01/11/2002 AG5s 29/07/1997 O 17
AG19s 23/11/2011 AG6s 29/09/1997 O 15
Bordeaux
BX2s 30/01/2007 AG7s 16/06/1997 O 17
BX3s 23/05/2007 AG7s 16/09/1997 O 6
BX4s 11/06/2007 Bordeaux BX1 25/06/2007 O 29
BX5s 19/09/2007
Brest
BR1 11/07/2008 O 35
BX6s 05/03/2007 BR1 ??/??/2007 O 38
BX7s 09/08/2007 BR1 ??/??/2006 O 37
BX8s 17/07/2007 BR1 ??/??/2005 O 43
BX9s 23/05/2007 BR1 ??/??/2004 O 37
BX10s 15/10/2007 BR2 03/03/2008 O 29
BX11s 05/03/2007 BR2 ??/??/2006 O 20
BX12s 23/05/2007 BR2 ??/??/2004 O 13
Brest 
BR4s 30/06/2005 BR2 ??/??/2002 O 27
BR5s 26/01/2004 BR3s 28/01/1998 O 13
BR6s 03/02/2009
ClermontFerrand
CF1s 17/09/1997 O 17
BR7s 24/09/2008 CF1s 23/01/1998 O 10
BR8s 18/01/2006 CF1s 24/04/1998 O 4
BR9s 15/02/2005 Dijon DI1 17/01/2007 O 30
BR10s 26/04/2007
Le Mans
LM1 14/03/1997 O 7
BR11s 31/01/2006 LM2s 13/03/1998 O 17
BR12s 13/03/2003 LM2s 24/07/1998 O 12
Paris
PA29s 13/06/2008 LM2s 14/10/1998 O 11
PA30s 04/04/2008 Limoges LI1 17/01/2007 O 30
PA31s 11/03/2009 Lyon LO1 13/05/2008 O 33
PA32s 11/06/2009 Nantes NA1 15/05/2007 O 32
PA33s 20/12/2007
Orléans
OR1 10/12/1997 O 8
PA34s 15/05/2008 OR2s 28/10/1997 O 14
PA35s 02/04/2008 OR2s 21/01/1998 O 11
PA36s 29/02/2008 OR2s 15/04/1998 O 12
PA37s 18/05/2009 OR3s 07/07/1998 O 15
PA38s 18/09/2008 OR3s 28/09/1998 O 15
Dijon
DI2s 10/10/2007
Paris
PA1 28/11/1989 O 29
DI3s 04/07/2007 PA2 02/04/2007 O 31
DI4s 19/01/2007 PA3 28/12/2007 O 31
DI5s 21/05/2007 PA4 07/03/2008 O 29
DI6s 06/03/2008 PA5 05/03/2008 O 31
DI7s 08/01/2008 PA6 25/05/2009 O 27
DI8s 03/09/2007 PA7 19/09/1994 O 32
DI9s 26/09/2007
Rennes
RE1 14/10/2008 O 39
DI10s 09/11/2006 RE2 17/12/2009 O 21
DI11s 21/11/2006 Toulouse TL1 12/03/2007 O 31
DI12s 15/12/2006
Tours
TR1 19/02/2007 O 33
DI13s 04/07/2007 TR2 30/10/2007 O 29
DI14s 04/03/2008 TR3 01/01/2005 O 27
DI15s 17/01/2008
Limoges
LI2s 09/01/2008
LI4s 05/05/2008
LI5s 07/01/2008
LI9s 31/03/2008
LI10s 20/09/2006
LI11s 03/09/2007
LI12s 18/03/2008
LI3s 02/09/2003
LI6s 04/05/2000
LI7s 05/02/2001
LI8s 12/12/2003
Lyon
LO2s 08/07/2008
LO3s 06/06/2008
LO4s 19/08/2008
LO5s 04/04/2008
LO6s 26/08/2008
LO7s 03/06/2008
LO8s 08/07/2008
LO9s 02/07/2008
LO10s 01/09/2008
LO11s 14/04/2008
Nantes
NA2s 06/12/2007
NA3s 07/01/2008
NA4s 11/02/2008
NA5s 22/01/2008
NA6s 23/10/2007
NA7s 06/04/2007
NA8s 01/10/2007
NA9s 12/07/2007
NA10s 13/12/2007
NA11s 20/11/2007
Paris
PA8s 11/01/2007
PA9s 05/03/2007
PA10s 07/01/2008
PA11s 22/02/2008
PA12s 09/01/2008
PA13s 26/03/2008
PA14s 31/07/2007
PA15s 17/01/2007
PA16s 26/01/2007
PA17s 27/03/2007
PA18s 22/08/2007
PA19s 13/11/2007
PA20s 15/11/2007
PA21s 03/12/2007
PA22s 26/04/2007
PA23s 09/05/2007
PA24s 25/03/2008
Rennes
RE3s 18/09/2006
RE4s 03/11/2006
RE5s 23/02/2006
RE6s 16/08/2006
RE7s 23/10/2006
RE8s 26/09/2006
RE9s 31/05/2006
RE10s 27/06/2006
RE11s 28/02/2006
RE12s 06/12/2006
Toulouse
TL2s 11/02/2008
TL3s 02/02/2007
TL4s 06/07/2009
TL5s 23/04/2007
TL6s 28/05/2009
TL7s 27/11/2007
TL8s 12/06/2007
TL9s 22/01/2009
TL10s 11/01/2010
TL11s 06/09/2007
TL12s 25/06/2007
TL13s 17/01/2007
TL14s 05/01/2007
Tours
TR4s 11/04/2007
TR5s 21/06/2007
TR8s 22/10/2007
TR10s 12/01/2007
TR11s 26/02/2007
TR6s 23/05/2005
TR7s 04/11/2005
TR9s 11/05/2005
TR12s 01/01/2005
TR13s 31/03/2004
TR14s 21/01/2005
TR15s 18/05/2004
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Figure 2 : Posterior distributions of mean substitution rates of NS5a for each quasispecies of HCV1-b. 
Each quasispecies has a different color. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
138 
 
 
 
 
 
Figure 3 : Divergence of the NS5A-dup from wild ones. Ninety percent posterior probability tree 
inferred from BEAST analysis under the coalescent constant size model with random relaxed 
uncorrelated lognormal clock. NS5A-dup strains are indicated in blue.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
139 
 
 
 
 
 
Figure 4 : Divergence of NS5A-dup strains (in blue) from wild strains (in black). Ninety percent 
posterior probability tree inferred from BEAST analysis under the coalescent constant size model with 
random relaxed uncorrelated lognormal clock.  
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Figure 5: First V3 domain (R1, in green) in NS5A-dup strains has a different origin than second 
V3 domain (R2, in red) which is related to wild-type domain (in yellow). Ninety percent posterior 
probability tree inferred from BEAST analysis under the coalescent constant size model with random 
relaxed uncorrelated lognormal clock. Time is in x-axis and represents the divergence time between 
clades. 
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Figure 6: R1 copies of V3 domain (in blue) have different origins than wild ones (in black) at the 
world scale. R2 copies (in red) have common origin with wild ones. Ninety percent posterior 
probability tree inferred from BEAST analysis under the coalescent constant size model with random 
relaxed uncorrelated lognormal clock. 
 
 
SUPPLEMENTARY INFORMATION 
 
 
SI1: Phylogeny of the E1 locus. NS5A-dup strains (red) are divergent from wild ones.  
Ninety percent posterior probability tree inferred from BEAST analysis under the coalescent constant 
size model with random relaxed uncorrelated lognormal clock. 
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CHAPITRE 4 : ASPECTS FONCTIONNELS, RESULTATS PRELIMINAIRES 
 
I. Introduction 
 
 Le troisième volet de ce travail porte sur l’aspect fonctionnel de la duplication V3 dans 
le gène NS5A au niveau de la biologie du VHC. Nous avons souhaité caractériser les 
protéines partenaires des protéines NS5A portant une duplication. En effet, l’identification de 
protéines partenaires permet très souvent de caractériser le rôle de la protéine candidate au 
sein des voies de signalisation ou des voies métaboliques cellulaires. Les résultats de notre 
étude d’épidémiologie clinique suggéraient une éventuelle association entre l’infection par 
une souche portant la duplication V3 et une sévérité de la maladie hépatique, en particulier la 
présence d’une cirrhose et d’un CHC. L’identification de partenaires cellulaires originaux de 
cette protéine NS5A avec la duplication V3 impliqués dans les processus de fibrogenèse ou de 
carcinogenèse pourrait ainsi conforter les données observées au cours de ce premier travail.  
 De nombreuses approches ont été décrites et ont permis de cartographier les 
interactions de groupes de protéines, de protéomes complexes ou d’interactomes [359-362] et 
ont conduit à la constitution de banques de données spécifiques de domaines d’interaction 
[363, 364]. Les outils d’analyse développés sont basés sur des méthodes génétiques, 
biochimiques ou biophysiques [365, 366]. La caractérisation des interactions nécessite 
l’utilisation conjointe de plusieurs de ces méthodes pour valider les observations. Les 
techniques biochimiques sont les techniques les plus développées car elles sont facilement 
accessibles et elles sont les moins onéreuses. Nous avons choisi d’utiliser une combinaison de 
ces techniques. 
 Concernant les techniques biochimiques in vivo, il existe le phage display [367] et le 
double-hybride [368, 369] qui consistent toutes deux en un crible d’une banque d’ADN 
complémentaire (ADNc). Ces techniques in vivo permettent de mettre en évidence des 
interactions inconnues. Le phage display n’est quasiment plus utilisé. A l’inverse, la méthode 
de double-hybride est largement répandue avec différentes déclinaisons. Nous avons ainsi 
utilisé un crible en double-hybride levure pour notre analyse de première intention.  
 La co-immunoprécipitation et la précipitation du complexe protéique in vitro ou pull-
down basées sur la mise en évidence du complexe protéique par précipitation sont parmi les 
techniques biochimiques in vitro les plus utilisées. Ces deux techniques ne dénaturent pas les 
protéines et utilisent respectivement un lysat cellulaire ou des protéines recombinantes. Ces 
techniques permettent uniquement de mettre en évidence des interactions entre des protéines 
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connues. Afin de valider en seconde intention les interactions protéine-protéine dépistées en 
crible double-hybride, nous avons fait appel à la technique de pull-down [370].  
 Pour caractériser nos variants NS5A au niveau fonctionnel et mettre en œuvre les 
techniques appropriées, nous avons développé plusieurs collaborations. Nous avons travaillé 
avec l’équipe du Dr E. Meurs qui dirige l’unité Hépacivirus et immunité innée de l’Institut 
Pasteur à Paris. Au cours du stage dans cette unité, nous avons réalisé plusieurs constructions 
en vecteur plasmidique permettant l’expression des protéines NS5A portant les deux 
domaines V3. Nous avons vérifié par immunofluorescence l’expression des protéines en 
culture cellulaire. Nous avons collaboré avec le Dr L. Tafforeau de l’équipe CIRI 
U1111/UMR5308 dirigée par le Dr V. Lotteau à Lyon. Cette équipe a développé une 
technique de crible d’interaction protéine-protéine en système double-hybride levure et a 
décrit l’interactome du VHC [371]. Le Dr L. Tafforeau a appliqué cette technologie à nos 
variants NS5A-V3 permettant ainsi d’identifier des protéines candidates. Enfin, nous avons 
souhaité valider les interactions précédemment observées en crible double-hybride. Nous 
avons initié et optimisé la production de ces protéines en système cellulaire eucaryote et en 
système bactérie avec l’objectif de valider les interactions par technique de pull-down. Nous 
avons réalisé ces expériences au sein de l’unité INSERM U892 du Dr Y. Delneste à Angers et 
avons pu bénéficier de leur expertise. Ce travail était l’objet du stage de Master II d’E. 
Bouthry que nous avons dirigé. 
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II. Matériel et Méthodes 
 
1. Crible en double-hybride levure, (Collaboration Dr L. Tafforeau, CIRI U1111/UMR5308, 
Lyon) 
 
1. 1. Principe du double-hybride en système levure 
  
 La technique de double-hybride en système levure correspond à une analyse par 
criblage à haut débit semi-automatisée d’interactions protéine-protéine. Cette technique 
permet de confirmer et d’analyser les interactions entre deux protéines données et permet 
aussi d’identifier les partenaires d’une protéine donnée par le crible d’une banque d’ADNc. 
Le principe de cette technique est basé sur l’utilisation de facteurs de transcription de la levure 
qui sont constitués de deux domaines fonctionnels : un DNA-binding domain (DB) et un 
domaine de transactivation (AD) (Figure 28A). Chaque domaine est séparé et fusionné à une 
protéine d’intérêt dans un vecteur plasmidique, soit une protéine appât (X), soit une protéine 
proie (Y) conduisant à la production de protéines hybrides (Figure 28B). Deux souches de 
levures différentes et compatibles sont transformées respectivement avec la construction X ou 
Y et sélectionnées sur milieu de culture approprié. Les souches de levures sont ensuite 
croisées et les cellules diploïdes sont sélectionnées par culture. En effet, l’interaction entre ces 
deux protéines permet la reconstitution du facteur de transcription qui se lie alors à un gène 
rapporteur et active sa transcription. Le gène rapporteur restaure la capacité de la levure de 
croître en milieu sélectif déficient (en général dépourvu d’histidine, Figure 28C). Les colonies 
sont ensuite analysées par PCR et séquençage de l’ADNc afin d’identifier les vecteurs proies.  
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Figure 28. Principe du test rapporteur en double-hybride levure. 
  
 Cette technique de criblage à haut débit est très largement répandue, elle s’applique 
non seulement aux interactions protéines-protéines mais aussi à l’identification d’interactions 
protéines-ADN. Cette technique peut conduire à des faux positifs (protéines qui interagissent 
avec le promoteur des gènes rapporteurs, protéines « collantes (protéines heat schock), 
interactions coiled-coil (sous unité ribosomales, composants du cytosquelette), protéines non 
structurées). Ces faux positifs sont éliminés par l’analyse de l’expression des gènes 
rapporteurs en l’absence d’appât et les proies collantes sont connues. Les interactions 
permanentes et transitoires sont identifiées. A l’inverse les interactions de protéines présentant 
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des problèmes de structure (repliement), de stabilité ou nécessitant des modifications post-
traductionnelles ne seront pas ou mal identifiées. Ainsi de nombreuses interactions déjà 
connues ne sont pas retrouvées avec cette technique. Néanmoins, il s’agit d’une technique 
robuste et rapide, réalisée in vivo, indépendante du niveau d’expression naturel des protéines, 
avec un rapport coût-efficacité avantageux qui a une place de choix en première intention 
[369, 372]. 
 
1.2. Constructions pour crible en double-hybride levure  
  
 La production de vecteur pour le crible en double-hybride a été réalisé selon le 
protocole développé au laboratoire de Lyon (Figure 29) [373] pour l’étude de l’interactome du 
VHC [371]. Les clones NS5A complets de 4 variants, précédemment produits en vecteur 
pGEMT-Easy au cours de l’étude phylogénétique, ont été repris (Ben, Dol, Gou, Rav) ainsi 
qu’une souche sauvage de génotype 1b (WT : wild type), Con1 fournie par l’équipe du Dr E. 
Meurs. Les souches Dol et Ben portent un domaine V3 inséré de 27aa et 12aa respectivement 
alors que les souches Rav et Gou ont une duplication complète de 31aa. Les inserts de NS5A 
ont été clonés dans les vecteurs gateway pDONR et pDEST-double-hybride (pGBKT7-gw, 
Clontech). Pour le crible double-hybride en levure, nous avons utilisé les souches AH109 et 
Y187 (Clontech). La première souche de levure a été transformée avec le plasmide "appât" 
(pGBKT7, c'est-à-dire le plasmide avec la partie Gal4-DNA binding fusionnée à notre 
protéine d'intérêt (NS5A)). La seconde a été transformée avec une librairie de plasmides 
"proies" (pACT2-gw, c'est-à-dire le plasmide avec la partie Gal4-Activation domain 
fusionnée à une librairie de cDNA de foie humain).  
 
1.3. Crible 
  
 Après vérification que les protéines de fusion Gal4DB-NS5A_variants n'étaient pas 
toxiques pour la levure et qu’il n’y avait pas d’auto-activation, nous avons croisé les 2 
souches (ce sont 2 levures de type sexuel opposé permettant donc de générer un diploïde à 
partir des 2 souches) : après mélange à part égale des 2 souches, une culture sur milieu riche 
est réalisée pendant 4 à 5h (favorisant la reproduction), puis les cellules sont collectées et 
mises en culture sur milieu sélectif de cellules diploïdes. Nous avons sélectionné les levures 
où il y a interaction c’est-à-dire celles où le gène rapporteur encodant une enzyme impliquée 
dans la biosynthèse d'histidine est exprimé. En pratique, les levures ont été déposées sur un 
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milieu sans histidine et uniquement celles où il y a une interaction entre NS5A-variant et une 
protéine encodée par un cDNA humain peuvent pousser (environ 10 jours à 30°C). 
 Ces colonies ont été striées à nouveau sur milieu sélectif (2 fois 3 jours à 30°C). Une 
PCR a été réalisée sur ces colonies afin de séquencer les cDNA en question.  
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Figure 29. Schéma du crible en double-hybride basé sur la conjugaison de levures, d’après 
Tafforeau, 2012 [373]. 
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1.4. Analyses 
  
 Un IST (Interaction Sequence Tag) est identifié pour chaque interaction. Un système 
bioinformatique développé au laboratoire de Lyon permet une annotation standardisée des 
protéines, une vérification des IST annotées et un export des données. La détermination du 
cadre de lecture et l’élimination de faux positifs sont réalisés au cours du traitement 
bioinformatique (la séquence Gal4 permet un alignement du cadre de lecture), la qualité de la 
séquence, le pourcentage d’identité, la E-value, l’annotation des positions et la database 
utilisée pour la protéine sont enregistrées. 
 
2. Production de protéines et expériences de pull-down 
 
2.1. Principe du pull-down 
  
 Il s’agit d’une technique de précipitation d’un complexe protéique qui permet de 
mettre en évidence une interaction directe entre deux protéines. La protéine d’intérêt est 
fusionnée à un « tag » qui permet sa liaison et sa purification sur une matrice de sépharose 
(chromatographie d’affinité sur colonne). La protéine candidate est ensuite incubée avec la 
protéine d’intérêt fixée à la matrice. Le complexe protéique qui s’est éventuellement formé est 
élué puis analysé par western blot (Figure 30). Ce test nécessite au préalable la production de 
protéines recombinantes, sous forme de protéines complètes ou d’un domaine particulier de la 
protéine. Il s’agit d’un test in vitro entre deux protéines, la mise en évidence de l’interaction 
est très dépendante de la concentration de chaque partenaire. L’intérêt est que cette technique 
ne dénature pas les protéines. Il s’agit d’une technique de validation d’interactions 
préalablement dépistées en criblage haut débit, cette technique est très spécifique mais 
nécessite la production et la purification préalable des protéines recombinantes. Ces méthodes 
sont de réalisation plus délicate et sont chronophages. 
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Figure 30. Principe du pull-down, d’après Gervais, 2010 [374]. 
 
2.2. Production en cellules de mammifères 
 
 2.2.1. Constructions des plasmides recombinants NS5A, (Collaboration Dr E. Meurs, 
Unité Hépacivirus et immunité innée, Institut Pasteur, Paris) 
  
 Les clones NS5A complets des mêmes 4 variants utilisés en crible double-hybride 
ainsi que le sauvage Con1 ont été repris et ligués en vecteur d’expression plasmidique pCI-
Neo-3X-Flag, vecteur modifié disponible au laboratoire à Paris. Ce plasmide porte un tag 
triple Flag (3X-Flag, 3 répétitions successives du peptide Flag : DYDDDDK) et le gène de 
résistance à la néomycine. L’expression du peptide 3X-Flag est mise en évidence in vitro par 
un anticorps spécifique anti-Flag marqué. Les plasmides pGEMT-Easy sont digérés par 
l’enzyme de restriction NotI à raison de 1UI d’enzyme pour 10µg d’ADN, pendant 1h en 
Bain-Marie à 37°C. Les produits de digestion sont migrés en gel d’agarose 1% puis récupérés 
par découpage du gel et purifiés selon les recommandations du fournisseur (Wizard® SV Gel 
and PCR Clean-Up Start-Up kit, Promega). Une ligation des inserts en vecteur pCI-Neo-x3-
Flag est réalisée avec la T4 DNA ligase (Promega Corp) ; 50µL de bactéries E. coli DH5-α 
disponibles à l’Institut Pasteur sont transformées avec 2.1 µL de produit de ligation, le 
mélange est incubé 30 min dans la glace, puis 45s en Bain-Marie à 42°C, puis 2 min dans la 
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glace, 450µL de milieu SOC (Invitrogen) sont ajoutés, le mélange est ensuite incubé 45 min à 
37°C sous agitation douce. Les bactéries sont mises en culture une nuit à 37°C en milieu 
gélosé LB-ampicilline (100 µg/mL). Les constructions sont vérifiées par séquençage avant 
utilisation. 
 
 2.2.2. Transfections 
  
 Les lignées cellulaires 293T, cellules issues d’un cancer de rein de singe, et Huh7.5, 
lignée sélectionnée de la lignée Huh7 provenant d’un carcinome hépatocellulaire humain, 
disponibles au laboratoire à l’institut Pasteur, ont été utilisées pour l’expression in vitro des 
protéines NS5A. Ces cellules sont cultivées en milieu DMEM-10% SVF (Gibco) (DMEM : 
Dulbecco’s Modified Eagle Medium, SVF : Serum de veau fœtal). 
 Deux autres lignées cellulaires ont été utilisées pour la production de protéine : les 
cellules Huh7, et les cellules CHO (Chinese Hamster Ovary) cultivées en milieu Ham F12. 
Ces lignées nous ont été fournies par l'Unité Inserm-U892 du Dr Y. Delneste d’Angers et par 
l’Unité Inserm-U966 du Pr P. Roingeard de Tours. 
 Les cultures s'effectuent à 37°C en atmosphère humide avec 5 % de CO2. Après 
trypsination, les cellules sont ensemencées dans des plaques de 6 à 10 puits à raison de 10
5
 à 
1.5 x 10
6 
cellules/mL selon la lignée, permettant d'obtenir une confluence des cellules 
comprise entre 90 et 95 % au moment de la transfection. Pour les expériences d’expression in 
vivo, des lamelles de verres sont préalablement déposées au fond des puits.  
En immunofluorescence, 100 ou 800 ng d’ADN plasmidique sont mélangés à 50µL 
d’Opti-MEM (milieu de culture sans sérum Opti-MEM (Invitrogen)) pour un puit. Un 
mélange de 50µL d’Opti-MEM et 1.5µL de lipofectamine est ensuite ajouté et laissé en 
contact pendant 20 min à température ambiante. Cent microlitres du mélange précédent sont 
déposés dans chaque puits de Huh7.5 ou de 293T. Quatre heures après la transfection, le 
surnageant de culture est remplacé par 500µL de milieu MEM-SVF10%-1% acides aminés-
1% pénicilline/streptomycine. 
Pour la production de protéine, 4µg d'ADN plasmidique sont mélangés à 250 µL d’Opti-
MEM chauffés à 37°C. En parallèle, 10 µL de lipofectamine sont mélangés à 250 µL d'Opti-
MEM. Après incubation pendant 5 min des deux suspensions à température ambiante, les 
mélanges sont réunis, homogénéisés délicatement puis incubés à température ambiante 
pendant 20 min. Le mélange est déposé goutte à goutte dans chaque puits de culture cellulaire, 
réparti de manière homogène. Les cellules traitées sont incubées à 37°C en atmosphère 
 
152 
 
humide avec 5 % CO2 pendant 24h. Les cellules transfectées sont alors réensemencées dans 
des flasques T75. La sélection se fait par ajout de néomycine (G418, Gibco) à la concentration 
de 500 µg/mL.  
 
 2.2.3. Immunofluorescence 
  
 Après 24h, les lamelles sont sorties des plaques de culture et transférées en plaques 24 
puits adaptées à l’immunofluorescence. Les lamelles sont lavées deux fois avec un mélange 
PBS-Ca2+/Mg2+. La fixation est réalisée par ajout de PFA4% pendant 20 min. L’ensemble 
des lavages suivants est réalisé avec du PBS sans Ca2+/Mg2+. Les cellules sont 
perméabilisées par ajout de 500µL de [0.5%TritonX-100/CSK] pendant 15 min puis elles sont 
lavées deux fois pendant 5 min. Les lamelles sont mouillées avec du PBS sans Ca2+/Mg2+-
Tween 0.05%. L’anticorps primaire (anticorps anti-Flag murin ou lapin, anticorps anti-GRP78 
lapin (reticulum endoplasmique)) dilué au 1/200ème en PBS sans Ca2+/Mg2+ est incubé 
pendant 1h. Après 3 lavages et un mouillage comme précédemment, l’anticorps secondaire 
marqué (anticorps anti-IgG1 souris-Cy3 ou Cy5, anticorps anti-IgG1 lapin-Cy3 ou Cy5) dilué 
au 1/200ème en PBS sans Ca2+/Mg2+ est incubé pendant 45 min. Après lavage, le DAPI 
dilué au 1/1000ème en PBS sans Ca2+/Mg2+ est ajouté pendant 5 min. Enfin, deux lavages 
pendant 5 min sont réalisés avant le montage des lamelles à l’aide du liquide de montage 
(Mowiol + 100µg de DABCO) et le lutage des lames. Pour certaines lamelles un marquage 
vital des lipides a été réalisé par ajout pendant 30 min de Bodipy dilué à 10 mg/ml en DMSO 
(Invitrogen). 
 
 2.2.4. Extraction des protéines totales 
 
 Le culot cellulaire de Huh7 ou de CHO, récupéré et lavé au PBS, est lysé dans 50 μl 
de tampon de lyse totale cellulaire (Tris pH 7,6 50 mM, Triton X®-100 1 %, NaCl 150 mM, 
EDTA 1 mM) auquel il faut ajouter extemporanément des inhibiteurs de protéases (PMSF  : 
Phénylméthylsulfonyl Fluoride 1 mM, NaF 50mM et un mélange d'inhibiteurs de protéases 
(Roche)), incubé 30 min sur roue à 4°C et centrifugé 10 min à 4000g 4°C. Les surnageants, 
contenant les protéines totales, sont récupérés et conservés à -80°C.  
La détermination de la concentration protéique se fait par technique colorimétrique par 
rapport à une gamme étalon d’albumine bovine sérique (BSA de 0 à 1,5 mg/mL, Thermo 
Scientific). 
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2.3. Production en bactéries 
  
 2.3.1. Construction du plasmide recombinant pFLAG-CTC
TM
 
  
 Le plasmide pFLAG-CTC
TM
 (Sigma-Aldrich Corp) est un vecteur d'expression 
bactérien d'E. coli, utilisé pour l'expression cytoplasmique de protéines fusionnées en C-
terminal à un peptide Flag (DYDDDDK). Ce vecteur contient le gène de résistance à 
l'ampicilline. La séquence codante de NS5A a été amplifiée par PCR à partir du plasmide 
pCI-neo-3X-Flag modifié à l'Institut Pasteur afin d’ajouter les sites nécessaires à la production 
en système bactérien. Les sites de restriction nécessaires au clonage dans pFLAG-CTC
TM
 
(Sigma-Aldrich), HindIII en 5' et KpnI en 3', sont insérés via les parties flanquantes des 
amorces utilisées lors de la PCR. Le codon d'initiation ATG est également ajouté en 5'. 
La vérification de la présence de l'amplicon est réalisée par électrophorèse sur gel 
d’agarose à 2% (NuSieve) avec du BET (Bromure d’Ethidium) dans un tampon TBE (Tris 
Borate EDTA) 1X, révélée sous UV. 
Le produit PCR obtenu et le plasmide pFLAG-CTC
TM
 sont digérés par le couple 
d’enzymes de restriction HindIII/KpnI pendant 2h à 37°C, purifiés (Nucleospin Extract II®, 
Macherey-Nagel) et dosés par spectrométrie (ND-1000, Nanodrop). L’insertion du produit 
PCR (100 ng) dans le plasmide pFLAG-CTC
TM
 est réalisée à l'aide de la T4 DNA ligase 
(Promega Corp) selon les recommandations du fournisseur. 
Les plasmides sont transfectés dans des souches d'E. coli compétentes JM109 High 
Efficiency Comptent Cells (Promega Corp) : 40 µL de bactéries compétentes sont mis en 
présence avec 4 µL produit de ligation et incubés 30 min dans la glace. Le choc thermique 
s’effectue par une incubation à 42°C pendant 50s puis dans la glace pendant 2 min. Les 
bactéries sont re-suspendues dans 360 µL de milieu LB (Luria-Broth) enrichi avec du glucose 
(concentration finale 10 mM) et incubées 1h30 à 37°C sous agitation 225 rpm. Les bactéries 
ayant intégré le plasmide sont sélectionnées en les étalant, à raison de 50 µL sur des boîtes de 
Pétri contenant du milieu LB complété par de l’ampicilline (100 µg/mL).  
Après une nuit à 37°C, la présence de l'insert dans le plasmide est vérifiée chez les clones 
par PCR réalisée sur les colonies observées. Chaque colonie est diluée dans 10 µL d’eau 
stérile pour constituer la matrice PCR. L’amplification est réalisée à l’aide d’un couple 
d’amorces spécifiques du plasmide pFLAG-CTC
TM
. Une électrophorèse sur gel d'agarose à 
2% avec du BET permet la révélation.  
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 2.3.2. Purification des plasmides 
 
Les colonies portant le plasmide recombinant sont mises en culture dans 2ml de LB 
contenant 100 µg/mL d'ampicilline et incubées une nuit à 37°C sous agitation à 250 rpm. 
Après 4 min de centrifugation à 3500 rpm à température ambiante, les plasmides sont purifiés 
à l'aide du kit Nucleospin plasmid® (Macherey-Nagel) élués dans 50 µL et dosés par 
spectrométrie (ND-1000, Nanodrop).  
 
 2.3.3. Culture et expression de la protéine NS5A 
  
 Les plasmides sont transfectés dans des souches d'E. coli compétentes 
BL21(DE3)pLysS (Promega Corp) suivant le protocole précédent. La souche bactérienne 
BL21 est inductible à l'IPTG (isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside). Des volumes de 3 mL, 
100mL et 1L de milieu LB-ampicilline (100 µg/mL) ont été ensemencés respectivement avec 
100µL, 5 ml ou 25mL de pré-culture de bactéries transformées vérifiées de 16h. La culture est 
incubée à 37°C jusqu'à obtention d'une DO600 comprise entre 0,5 et 0,8. La production de la 
protéine NS5A est induite par l'ajout d'IPTG à la concentration de 1mM et la culture est ré-
incubée à 37°C pendant 4h sous agitation douce. Des aliquots (2x 1mL) sont prélevés avant et 
après induction pour l’analyse. La culture et les aliquots sont centrifugés à 4000g à 4°C 
pendant 20 min, les surnageants sont éliminés et les culots sont analysés immédiatement ou 
congelés à-80°C.  
 
 2.3.4. Extraction des protéines totales 
 
Différents protocoles ont été testés à partir de 10 ml de culture précédente :  
- Protocole TNG : Le culot bactérien est repris dans 5 mL de tampon TNG (Tris pH 7,6 
20mM, NaCl 0,1 M, Glycérol 10 %). Les bactéries sont ensuite lysées par trois cycles de 
congélation à l'azote liquide et décongélation à 45°C en Bain-Marie, suivis de 3 cycles de 10s 
de sonication. Après ajout de PMSF 1mM, de 5µL de DNase et de MgCl2 25 mM, le lysat est 
incubé 20 min sur roue à 4°C. Un aliquot de fraction totale est prélevé puis le lysat est 
centrifugé 1h à 10000g à 4°C. Le surnageant récupéré correspond à la fraction soluble. Les 
aliquots de fraction totale et de fraction soluble sont conservés à – 80°C. 
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- Protocole Qiagen en conditions natives [375] : Le culot bactérien est repris en tampon de 
lyse (NaCl 300mM, NaH2PO4 50mM) à raison de 5ml/g de culot bactérien, auquel est ajouté 
du lysozyme (1ng/ml) et du PMSF (50µL/mL), le mélange est incubé 1h dans la glace. Une 
sonication (3 x 10s) est appliquée. Un aliquot de fraction totale est prélevé puis le lysat est 
centrifugé 1h à 10000g à 4°C. Le surnageant récupéré correspond à la fraction soluble. Les 
aliquots de fraction totale et de fraction soluble sont conservés à – 80°C. 
 
- Protocole Qiagen en conditions dénaturantes en urée [375] : Le culot bactérien est repris 
en tampon de lyse (Tris pH7.6 10mM, NaH2PO4 100mM, urée 8M) à raison de 5ml/g de 
culot bactérien, auquel est ajouté du PMSF (50µL/mL), le mélange est incubé 1h dans la 
glace. Une sonication (3 x 10s) est appliquée. Un aliquot de fraction totale est prélevé puis le 
lysat est centrifugé 1h à 10000g à 4°C. Le surnageant récupéré correspond à la fraction 
soluble. Les aliquots de fraction totale et de fraction soluble sont conservés à – 80°C. 
 
2.4. Purification de la protéine NS5A 
 
 Le gel d'affinité anti-FLAG M2 (Sigma-Aldrich, TB A2220) contient des anticorps 
monoclonaux purifiés de souris IgG1 anti-Flag attachés de manière covalente à l'agarose par 
liaison hydrazide. Cette résine est utilisée pour la purification ou l'immunoprécipitation des 
protéines fusionnées Flag. Pour la purification des différentes protéines NS5A-Flag, la résine 
est préparée selon les recommandations du fournisseur. 
 Les surnageants issus des cultures bactériennes ou cellulaires sont incubés toute une 
nuit sur roue à 4°C avec la résine anti-FLAG. Après centrifugation 30s à 8000g à 4°C, le 
surnageant est récupéré (FN1 : fraction non retenue 1). La résine est récupérée et lavée trois 
fois avec 0.5mL de TBS. Chaque lavage est réalisé en tournant le tube sur roue pendant 1 à 2 
min à température ambiante. Après chaque lavage, le tube est centrifugé 30s à 8000g à 4°C et 
le surnageant est conservé (FN2-4). La protéine NS5A est ensuite éluée de la résine : 100µL 
de solution d’élution sont ajoutés à la résine, le mélange est incubé sur roue à température 
ambiante puis est centrifugé à 8000g pendant 30s à 4°C. L’éluat est déposé dans 10µL de 
tampon de lyse concentré (Tris pH 7.4 0.5M, NaCl 1.5M) et congelé à -80°C. Différents 
protocoles d’élution ont été testés (incubation 10 ou 15 mn, à température ambiante ou à 
30°C). 
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Les solutions d’élution suivantes ont été testées : 
- solution de glycine 0.1 M pH 3.5  
- solution de glycine 0.1M pH 2.8 
- solution de glycine 0.2M pH 3.2 
- solution de glycine 0.1 M pH 3.5 + NaCl 150Mm 
- solution de glycine 0.1 M pH 2.8 + NaCl 150Mm 
- solution de glycine 0.1 M pH 3.5 + MgCl2 2M 
 
2.5. Pull-down 
 
L'interaction des partenaires de NS5A choisis à l’issue du crible double-hybride est 
vérifiée par la technique de pull-down. Les protéines cibles sont des protéines 
commercialisées (Tebu-bio) marquées par un tag GST. Cent nanogrammes de protéine 
purifiée NS5A-Flag liés à la résine M2 sont incubés avec 100 ng de protéine cible couplée à 
un tag GST avec 1 mL de tampon de lyse et du PMSF 1mM pendant 3h sur roue à 
température ambiante. Le mélange est centrifugé à 8000g pendant 2 mn à 4°C. Le complexe 
protéique est lavé trois fois avec du tampon de lyse totale (Tris p H 7.4 50mM, NaCl 150mM, 
EDTA 1mM, Triton X-100 1%). La protéine NS5A est éluée avec 100µL de solution de 
glycine 0.1M pH 2.8, le mélange est incubé sur roue à température ambiante puis est 
centrifugé à 8000g pendant 30s à 4°C. L’éluat est séparé en 2 aliquots destinés respectivement 
au western Blot avec l’anticorps primaire anti-GST et au western blot avec l’anticorps 
primaire anti-Flag. 
 
3. Analyses des protéines produites 
 
3.1. Gel SDS-PAGE coloré au bleu de Coomassie 
 
L’expression de la protéine NS5A est vérifiée sur un gel d'électrophorèse dénaturant SDS-
PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis), coloré au bleu de 
Coomassie. Une fraction de culture bactérienne ou cellulaire est mélangée à du tampon 
Laemmli puis dénaturée à 100°C pendant 5 min. Le tout est déposé sur un gel 
d'électrophorèse dénaturant 12% SDS-PAGE. La migration s'effectue à 70 V pendant 30 min 
puis à 120 V pendant 2h. Ce gel est ensuite coloré avec une solution d’Imperial Protein Stain 
(Thermo Scientific, 24615) puis décoloré à l’eau stérile afin de révéler les protéines. Une 
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semi-quantification de la protéine purifiée est réalisée par comparaison avec une gamme de 
BSA (bovine serum albumine). 
 
3.2. Analyse par western blot 
 
Les protéines sont ensuite transférées sur une membrane de PolyVinylDiFluoride 
(Millipore) pendant 30 min à 25 V. Tous les lavages des étapes suivantes sont réalisés avec du 
TBS-Tween 0,05 %. Après transfert, la membrane est lavée puis saturée pendant 1 h à 
température ambiante dans une solution de TBS-Tween 0,05 %-lait écrémé 5 % sous 
agitation. La membrane est ensuite hybridée pendant une nuit à 4°C sous agitation lente avec 
une solution d'anticorps primaire de lapin anti-FLAG dilués au 1/5000
ème
 dans du TBS-Tween 
0,05 %-lait écrémé 3% (Sigma-Aldrich) ou d’anticorps anti-GST de souris dilués au 1/200
ème
 
dans de la BSA 1%. Les anticorps non liés à la membrane sont éliminés par des lavages 
successifs. La membrane est incubée 45 min à température ambiante sous agitation lente avec 
une solution d'anticorps secondaire de chèvre anti-anticorps de lapin ou anti-anticorps de 
souris conjugués à la péroxydase (Invitrogen) dilué au 1/10000
ème
 dans du TBS-Tween 0,05 
%-lait écrémé 3%. Après 3 lavages, la membrane est incubée pendant 1 min sous agitation 
lente dans un mélange volume/volume des réactifs du kit de détection de la 
chimioluminescence ECL
TM
 (Amersham). La lecture se fait par le logiciel " Quantity One 1D 
" associé au lecteur " Molecular Imager ChemiDoc XRS System " (Biorad Laboratories). 
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III. Résultats 
 
1. Crible en double-hybride levure 
  
 Les résultats du crible contre une banque d’ADNc de foie humain sont présentés dans 
le tableau 5. Chaque interaction entre une protéine NS5A (variant dupliqué V3 ou WT) et une 
protéine de la banque est identifiée par un chiffre dans la case correspondante. Ce chiffre est 
le nombre de « hits », c’est-à-dire le nombre de colonies identifiées avec cette interaction. Le 
nombre total de hits pour les variants dupliqués est aussi indiqué. La dernière colonne 
correspond aux interactions identifiées par l’équipe de Lyon entre les autres protéines du 
VHC et les protéines de la banque au cours de leurs travaux sur l’interactome du VHC [371]. 
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Protéine 
Cible
Localisation Noms BEN DOL GOU RAV
Nombre total 
de hits 
"variants 
NS5A"
Nombre de 
hits 
"NS5A_WT"
ADFP
membrane 
plasmique
perilipin2 PLIN2 3 1 4 x NS2
ALB plasma serum albumin 1 1 x NS3
APOA1 plasma Apolipoprotein A-I 4 74 171 249 85 x NS2-3-4B
APOA2 plasma Apolipoprotein A-II 2 2 x NS3
ATF6
membrane, RE, 
noyau
Cyclic AMP-dependent transcription factor 
ATF-6 alpha
7 10 17 x NS4B
BCLAF1 2 2
BCLAF1 3 7 10
BIN1 2 2 10 x NS3
BIN1 2 2 8
BIN1 1 1 3
BIN1 1 1
BRI3 membrane pRGR2 1 1
BZRAP1
cytoplasme, 
mitochondrie
Peripheral-type benzodiazepine receptor-
associated protein 1
1 1
C9orf23 noyau Alba-like protein C9orf23 2 2 4
CIDEB cytosol Cell death activator CIDE-B 2 2
CMAS noyau N-acylneuraminate cytidylyltransferase 1 1
COMMD1 cytoplasme, noyau
COMMD1 copper metabolism (Murr1) 
domain containing 1
1 1
DUS2L cytoplasme, RE tRNA-dihydrouridine synthase 2-like 1 1
FGA plasma Fibrinogen alpha chain 1 1 x NS3
GABARAPL2 golgi
Gamma-aminobutyric acid receptor-
associated protein-like 2  GABA(A) 
receptor-associated protein-like 2
1 1 2
HP
cytoplasme 
hépatocyte, plasma
Haptoglobin 1 1 x NS3
HTRA1
espace 
extracellulaire
Human Serine protease HTRA1 1 1 x NS3
JUNB noyau Transcription factor jun-B 1 1
LGALS3 noyau galectin-3, MAC2 1 1
LRP5
membrane 
plasmique
Low-density lipoprotein receptor-related 
protein 5
1 1
MPST
cytoplasme, 
mitochondrie
3-mercaptopyruvate sulfurtransferase 
tst2
1 1
MYO1F cytosol Myosin-If 1 1 2
NRP1
membrane 
plasmique, espace 
extracellulaire
Neuropilin-1 1 1
NUCB1
cytoplasme, golgi, 
membrane 
plasmique
nucleobindin-1 1 1 3
OSM
espace 
extracellulaire
oncostatin M 7 6 13
RASD1
membrane, 
cytoplasme, noyau
Dexamethasone-induced Ras-related 
protein 1
1 1
RND3 membrane, golgi Rho-related GTP-binding protein 2 1 3
RPL23A cytosol 60S ribosomal protein L23a 2 3 5
RPL3 cytosol 60S ribosomal protein L3 4 4 x NS3
RPL37 cytosol 60S ribosomal protein L37 1 1
SORBS3
jonctions cellulaires, 
cytosquelette, 
noyau
vinexin Sorbin and SH3 domain-containing 
protein 3 SH3-containing adapter 
molecule 1 SCAM1
2 1 3 1 x NS3
TP53BP2 cytoplasme, noyau
Apoptosis-stimulating of p53 protein 2 
tumour suppressor 53 binding protein 2
1 1 4 x Core
ZNF135 1 1
ZNF135 5 1 6 1
HLA-C
membrane 
plasmique
HLA class I histocompatibility antigen 1 1
noyau Zinc finger protein 135
Interactions identifiées 
au cours de l'analyse de 
l'interactome du VHC
Myc box-dependent-interacting protein 1cytoplasme, noyau
cytoplasme, noyau Bcl-2-associated transcription factor 1 BTF
 
Tableau 5. Résultats du crible des protéines variants dupliqués et sauvage (WT) de NS5A 
contre une banque d’ADNc de foie humain. 
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 Les interactions les plus fréquentes des variants dupliqués NS5A sont colorées en rose. 
L’analyse des interactants identifiés a été réalisée à travers une revue de la littérature et une 
classification selon leur rôle dans la biologie cellulaire a été établie. Comme l’indique la 
figure 31, les protéines identifiées sont en premier lieu des protéines de structure (31%) puis 
se répartissent à un niveau comparable les protéines impliquées dans la signalisation ou la 
croissance cellulaire et la régulation de la transcription. Une part plus faible de partenaires 
identifiés sont des interactants connus avec le VHC ou sont des facteurs anti-apoptotiques.  
 
 
Figure 31. Analyse de la répartition des fonctions des partenaires identifiés au cours du 
crible double-hybride en fonction du rôle dans la biologie cellulaire. 
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 A partir de cette analyse, nous avons sélectionné les interactions à valider en première 
intention en pull-down. Le choix retenu est présenté dans le tableau 6. Ce choix a aussi été 
guidé par la disponibilité de ces interactants sous forme de protéine recombinante sur le 
marché ou auprès de nos collaborateurs. La protéine ApoA1 a été retenue comme témoin 
positif car son interaction avec NS5A a déjà été largement validée dans la littérature et est 
retrouvée dans notre crible avec le WT. 
 
 
Protéine 
Cible 
Nombre 
total de 
hits 
"variants 
NS5A" 
Nombre 
de hits 
"NS5A_
WT" 
Type de protéine 
Interaction avec le VHC 
 
Implication dans la biologie 
cellulaire 
 
Interactant de 
NS5A 
BIN1 6 21 
Facteur suppresseur 
de tumeur à activité 
pro-apoptotique, 
(contrôle positif) 
Interaction avec motifs SH3 
des domaines I et II de 
NS5A 
Carcinogenèse favorisée par la liaison 
de NS5A à Bin1, inhibition de 
l'activité pro-apoptotique de Bin1 
[376-378] 
 
APOA1 249 85 
Lipoprotéine 
(contrôle positif) 
Interactions avec NS5A et 
Core au niveau des lipid 
droplets 
Assemblage de la nucléocapside 
[379] 
 
Effet sur la 
signalisation 
cellulaire et 
l’apoptose 
ATF6 17  
Facteur de 
transcription 
Interaction avec NS4B dans 
les hépatocytes. Clivée et 
activée par NS4B et lors 
d’un stress du RE. Active le 
gène proapoptotique 
gadd153 dans les cellules 
infectées 
Stress du RE (réponse UPR) 
[380-383] 
 
 
OSM 13  Cytokine 
Inhibition de la replication 
du VHC en synergie avec 
l'interféron alpha 
Prolifération cellulaire et réponse 
immunitaire 
[384-386] 
 
TP53BP2 1 4 coactivateur 
Interaction avec la protéine 
core, inhibition de 
l’apoptose induite par le 
suppresseur de tumeur p53 
Apoptose cycle cellulaire 
[387] 
 
Effet sur 
l'assemblage 
du virus 
ADFP 
 
4  Lipoprotéine 
Présente au niveau des lipid 
droplets où a lieu 
l'assemblage viral 
 
Protéine présente dans les gouttelettes 
lipidiques intracellulaires des 
adipocytes, probable rôle dans le 
métabolisme lipidique de plusieurs 
types cellulaires dont les hépatocytes 
 
Effet sur la 
réponse 
immunitaire 
COMMD1 1  
Protéine de 
régulation 
- 
 
Régulation de l'homéostasie du cuivre, 
du sodium, inhibe l'activation du 
facteur de transcription NF-kB par le 
TNF 
 
 
Tableau 6. Sélection de protéines pour validation en pull-down. Les protéines retenues sont 
colorées en rose. Leur implication dans la biologie cellulaire et leur éventuel rôle dans le 
cycle du VHC sont explicités. 
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2. Expression de la protéine NS5A en cellules de mammifère 
 
2.1. Immunofluorescence en lignées cellulaires 
  
 L'expression de NS5A est positive pour les 2 lignées cellulaires 293T et Huh7.5 
(Figure 32 A et B) validant ainsi les constructions. Les images sont de meilleure qualité avec 
les cellules Huh7.5 avec un nombre de cellules transfectées supérieur. Il n'est pas noté de 
différence de niveau d'expression ou du nombre de cellules transfectées entre le sauvage et les 
variants dupliqués dans les deux lignées. Le marquage anti-Flag NS5A est visible uniquement 
au niveau cytoplasmique pour les deux lignées. En Huh7.5, le marquage laisse apparaître des 
zones rondes non marquées (Figure 32 C1). Le double marquage anti-Flag NS5A/anti-LD 
(Lipid Droplets) montre que les zones rondes sont des lipid dropplets (Figure 32 C2). Le triple 
marquage avec des anticorps anti-Flag/anti-LD/anti-RE (Reticulum Endoplasmique) montre 
une superposition des marquages anti-RE et anti-Flag NS5A (Figure 32 D1 à D3). 
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Figure 32. Analyses des cellules transfectées en microscopie à fluorescence. (A) Marquage 
anti-Flag NS5A en cellules 293T ; (B) marquage anti-Flag NS5A en cellules Huh7.5 ; (C) 
double marquage en cellules Huh7.5 (C1) anti-Flag NS5A seul (C2) anti-Flag NS5A et anti-
LD ; (D) triple marquage en cellules Huh7.5 (D1) triple marquage anti-Flag NS5A (rouge) / 
anti-LD (vert) / anti-RE (bleu), (D2) double marquage anti-Flag NS5A / anti-RE, (D3) double 
marquage anti-Flag NS5A/anti-LD. 
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Les lysats cellulaires issus des cultures en Huh7.5 ont été contrôlés en western blot et 
montrent une production de la protéine NS5A pour chaque variant (Figure 33). 
 
 
Figure 33. Analyse en western blot des lysats cellulaires Huh7.5 transfectés par les différents 
variants NS5A 
 
2.2. Etablissement d'une lignée stable 
 
L’expression de la protéine NS5A a été testée sur 2 types de cellules : cellules CHO et 
cellules Huh7. Après transfection du plasmide pCI-neo modifié recombinant ou non, la 
présence de la protéine NS5A a été vérifiée par une analyse en western blot (Figure 34). 
 
 
Figure 34. Western blot sur extraits de lysats cellaires. (A) cellules CHO (B) cellules Huh7. 
NT : cellules non transfectées. M : « mock » plasmide sans insert NS5A. 
 
La présence d’une bande de masse équivalente à celle de NS5A (située entre 50 et 64 
kDa) sur le western blot montre l’expression d’une protéine uniquement dans les lignées 
transfectées, confirmant que les cellules transfectées avec un plasmide recombinant NS5A 
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expriment bien de manière continue la protéine cible. Une quantité équivalente de lysat de 
protéines totales a été déposée (20µg) pour chaque lignée transfectée. Le western blot 
présentant l’expression constante de la β-tubuline, utilisée comme contrôle de charge, montre 
que la quantité de protéines totales déposée est identique quelles que soient les conditions. Le 
rendement de production semble différent selon la forme de NS5A transfectée (sauvage ou 
dupliquée) : dans les cellules CHO, les mutants sont plus exprimés que le sauvage, avec un 
rendement plus élevé pour Ben et Gou par rapport à Dol et Rav. Cependant, dans les cellules 
Huh7, seuls Gou et Rav sont surexprimés par rapport au sauvage, avec un plus fort taux de 
Gou. 
 
2.3. Phase de production 
 
La figure 35 montre un profil protéique issu de la lyse des cellules Huh7 et CHO 
tranfectées. 
 
 
Figure 35. Analyse en gel SDS-PAGE des protéines cellulaires produites en cellules Huh7 et 
CHO. L : standard de poids moléculaire. NT : cellules non transfectées. WT : cellules 
transfectées avec la construction Wild type. RAV : cellules transfectées avec un variant de 
NS5A (variant RAV). 
 
Afin de vérifier si la production de NS5A sur une flasque est suffisante, les fractions 
cellulaires obtenues après transfection des différents plasmides ont été analysées en gel SDS-
PAGE. La même quantité de protéines totales issue de cellules non transfectées a été déposée 
en parallèle. Les profils protéiques ne semblent pas montrer de différence entre les diverses 
fractions. Il n’y a pas de détection de bande ayant une masse moléculaire voisine de celle de 
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la protéine NS5A (56 ou 58 kDa). Ces résultats montrent que si la protéine est exprimée, elle 
l’est en faible quantité. Il a donc été été nécessaire d’augmenter le nombre de cellules utilisées 
afin d’améliorer le rendement. 
 
2.4. Optimisation de la quantité de protéine NS5A obtenue 
 
Un essai de production en grand volume sur le sauvage WT a été réalisé. Après obtention 
d’une lignée stable, l’expression de NS5A a été amplifiée sur une surface équivalente à 1400 
cm² de cellules Huh7. Les cellules récupérées ont été traitées comme précédemment décrit. 
Après purification sur résine M2 anti-FLAG, un aliquot a été analysé sur gel SDS-PAGE 
(Figure 36).  
 
 
Figure 36. Analyse en gel SDS-PAGE des protéines cellulaires provenant d’une production 
sur 8 flasques de cellules Huh7 transfectées avec le recombinant WT après purification sur 
résine M2 anti-FLAG. L : standard de poids moléculaire. NT : cellules non transfectées. 
FN1 : 1
ère
 fraction non retenue. FN2 : 2
ème
 fraction non retenue. FN3 : 3
ème
 fraction non 
retenue. FN4 : 4
ème
 fraction non retenue. FR : fraction retenue. 
 
Les fractions non retenues contiennent les protéines contaminantes qui ne se lient pas à la 
résine anti-FLAG. Ces protéines sont totalement éliminées dans la fraction FN1 et plus 
aucune n’est visible dans la fraction FN4. La présence d'une bande unique de masse 
équivalente à celle de NS5A (située entre 50 et 64 kDa) montre que la fraction retenue ne 
contient que la protéine NS5A sauvage.  
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La quantité de protéine NS5A produite a été estimée à l’aide d’une gamme BSA sur gel 
SDS-PAGE à environ 0.6µg/µL (Figure 37). 
 
 
Figure 37. Semi-quantification de la protéine NS5A issue de la production sur 8 flasques de 
Huh7. 
 
3. Expression de la protéine NS5A en système bactérien 
 
3.1. Construction du plasmide recombinant pFLAG-CTC
TM
 
 
La figure 38 présente l’amplification du gène NS5A obtenu à partir des 5 plasmides pCI-
néo modifiés réalisée à l’aide d’amorces sur lesquelles ont été ajoutés les sites de restriction 
HindIII et KpnI ainsi que le codon d’initiation ATG. La taille des amplicons, située entre 
1350 et 1450pb selon les formes de NS5A, correspond à la taille attendue. 
 
 
Figure 38. Vérification de la taille du gène NS5A par électrophorèse des produits de PCR. L : 
marqueur de taille. WT : wild-type. B : variant BEN. D : variant DOL. G : variant GOU. R : 
variant RAV. 
 
Le plasmide pFLAG-CTC
TM
 et les amplicons NS5A ont été digérés par les enzymes de 
restriction. Les séquences codant la protéine sauvage ou mutée de NS5A ont ensuite été 
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insérées dans le plasmide bactérien pFLAG-CTC
TM
. Après transformation dans les bactéries 
E. coli JM109, la présence de l'insert NS5A a été vérifiée sur plusieurs clones. 
 
D’après la figure 39, les PCR sur tous les clones sauf sur Rav3 présentent une bande 
équivalente à NS5A. Les plasmides ayant intégré le gène NS5A sont purifiés puis introduits 
dans une souche de E. coli BL21(DE3)pLysS, capables ainsi de produire les différentes 
protéines NS5A après induction.  
 
 
Figure 39. Vérification de la présence de l’insert dans le plasmide pFLAG-CTC
TM 
par 
électrophorèse des produits de PCR réalisées sur les colonies pour les 5 variants (WT, BEN, 
DOL, GOU, RAV). L : marqueur de taille. 
 
3.2. Production de la protéine NS5A  
 
La production de la protéine NS5A a été analysée à partir de cultures réalisées sous un 
volume de 3mL de milieu LB sur l’ensemble des variants : WT, BEN, DOL, GOU, RAV. 
L’analyse a été réalisée en western blot (Figure 40). 
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Figure 40. Analyse en western blot des protéines provenant des fractions solubles des 5 
variants. NI : non induit. 
 
 L’ensemble des constructions permet une production de protéines attestée par la 
présence d’une bande spécifique. Cependant les quantités produites apparaissent faibles. 
 
3.3. Optimisation de la quantité de protéine NS5A obtenue 
 
 Afin de répondre au problème de la quantité de protéine N5A obtenue, un essai de 
production bactérienne en grand volume sur le sauvage WT a également été réalisé : 1L de 
culture a été testé. Le culot bactérien a été repris dans 30 mL de tampon de lyse (TNG) et 40 
µL de fraction soluble ont été déposés sur gel SDS-PAGE. La figure 41A ne montre pas de 
prédominance de la protéine NS5A, la lecture est difficile au vu de la concentration de 
l’ensemble des protéines produites par la bactérie. Cependant la protéine est produite en 
grande quantité, ce que montre l’analyse en western blot (Figure 41B). Les productions 
ultérieures ont été réalisées avec un volume intermédiaire de 100 mL de LB permettant une 
production de protéine suffisante (voir ci-après Figure 44). 
 
 
Figure 41. Analyse des protéines provenant de la fraction soluble (FS) obtenue à partir d’1L 
de culture bactérienne en SDS-PAGE (A) et western blot (B). 
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4. Interaction protéine-protéine : pull-down 
 
4.1. Optimisation des conditions d’extraction de la protéine NS5A 
 
 Trois protocoles de lyse (TNG, Qiagen en condition native, Qiagen en condition 
dénaturante-Urée) ont été testés afin d’améliorer les conditions d’extraction de nos protéines 
NS5A et d’augmenter la quantité de protéines obtenue. Les résultats sont présentés sur la 
figure 42. La lyse Qiagen en condition native n’est pas satisfaisante, la protéine NS5A n’est 
quasiment pas détectable en western blot. La lyse Qiagen en urée apparait drastique avec des 
profils en SDS-PAGE de lysats protéiques riches, la protéine NS5A est détectée en western 
blot mais la quantité reste insuffisante. Les images observées suggèrent une probable 
dégradation des protéines avec l’urée. La lyse en TNG montre un profil de protéines produites 
satisfaisant avec une large bande détectée en western blot. Ce protocole est retenu pour la 
production de protéines NS5A. 
 
 
Figure 42. (A) Analyse des protéines en SDS-PAGE, (B) en western blot avec un anticorps 
anti-Flag (B) ; FNI : fraction non induite, FI : fraction induite. 
 
4.2. Purification par affinité de la protéine NS5A : optimisation des conditions d’élution 
 
Le test d'interaction pull-down s'effectue entre protéines purifiées : NS5A-Flag et 
partenaires cibles fusionnés à la GST. Le tag Flag de NS5A permet une détection sensible et 
une purification de la protéine NS5A en utilisant une résine anti-FLAG. Les éluats et les 
résines obtenus avec les solutions de glycine chauffées à 30°C ou en présence de NaCL ou de 
MgCl2. La présence de protéine NS5A dans l’éluat n’est obtenue qu’avec les solutions de 
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glycine seule chauffées (figure 43A). Ces solutions sont testées ensuite sous différentes 
conditions. La condition la plus favorable et qui est retenue est une purification en solution de 
glycine 0.1M pH 2,8 avec une incubation pendant 10 min à température ambiante (Figure 
43B). 
 
 
Figure 43. Analyse en western blot de la production de protéine NS5A dans l’éluat sous 
différentes conditions (RT : température ambiante, ∆ : 30 C; 10’ : 10 minutes). A- 1
ère
 série 
de test, dépôt des éluats (E) et de la résine (R) ; B- 2
ème
 série de tests, dépôt des éluats 
uniquement, S : fraction soluble.  
 
4.3. Quantification de la protéine NS5A 
 
La quantification de la protéine NS5A purifiée est nécessaire pour réaliser la technique de 
pull-down. En effet, la quantité de chaque interactant est le paramètre le plus sensible de cette 
technique. La quantité de protéine NS5A a été estimée après production bactérienne sous un 
volume de 100mL par comparaison avec une gamme BSA déposée sur un gel SDS-PAGE 
(Figure 44). L’éluat correspond à un étalon d’environ 300ng de protéine, soit une 
concentration de 7.5 ng/µL pour un volume d’éluat déposé de 40µL. 
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Figure 44. Estimation en SDS-PAGE de la quantité de protéine NS5A purifiée dans le lysat 
cellulaire du WT. 
 
4.4. Essais de pull-down 
 
4.3.1. Essai sur la production cellulaire en Huh7 
L’interaction avec la protéine ADFP-GST a été testée sur la production cellulaire en Huh7 
qui a permis d’obtenir 0,6 µg/µL de protéine NS5A. Afin de s’assurer que NS5A ne se fixe 
pas au tag GST, une interaction NS5A-GST a été recherchée en parallèle. L’analyse est 
effectuée par western blot avec un anticorps anti-GST. Le contrôle avec la GST seule ne 
montre pas d’interaction et le contrôle anticorps anti-GST est validé (Figure 45A). Aucune 
interaction entre la protéine NS5A et l’ADFP n’est identifiée (Figure 45B). 
 
 
Figure 45. Analyse en western blot des interactions entre les 5 variants de NS5A et l’ADFP. 
(A) interaction GST-NS5A, Rés : résine seule contre ADFP ; (B) Interaction ADFP-NS5A, 
Rés : résine seule contre GST. 
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4.3.2. Essai sur la production bactérienne 
 
Les interactions avec les protéines recombinantes ApoA1-GST et ADFP-GST ont été 
testées sur un lysat bactérien issu d’une production réalisée sur un volume de 100mL de 
culture et purifié selon les conditions optimales définies auparavant. Les interactions ont été 
mises en œuvre en utilisant 100 ng environ de chaque partenaire. Les western blot obtenus 
sont « blanc » : aucune des protéines n’est détectée, que ce soit sur le dépôt de chaque 
protéine seule (western blot GST ou western Flag) ou celui des protéines. 
 
Afin de vérifier les quantités de protéines et leur seuil de détection, les protéines 
commerciales ont été testées en western blot sans pull-down préalable. Seuls les dépôts de 
grande quantité sont détectés pour les trois protéines (Figure 46). 
 
 
 
Figure 46. Analyse en western blot de différentes quantités (en ng) des protéines GST, ApoA1 
et ADFP.  
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IV. Discussion 
 
 La détermination du rôle potentiel de la duplication du domaine V3 de la protéine 
NS5A dans la physiopathologie de l’infection par le VHC est le troisième objectif de notre 
projet. Nous avons souhaité déterminer l’impact de cette duplication sur les interactions de la 
protéine NS5A avec les protéines cellulaires. La question était de savoir si la duplication 
entrainait des interactions avec des partenaires différents en comparaison de celles observées 
avec la protéine NS5A sauvage.  
  
 La majorité des duplications observées au cours de notre étude d’épidémiologie 
clinique étaient complètes c’est à dire constituées de deux domaines V3 de 31aa. Cependant 
quelques variants présentaient des duplications avec un des deux domaines V3 plus courts. 
Dans ce contexte, nous avons d’emblée fait le choix d’utiliser dans les études fonctionnelles 
plusieurs variants avec ces différentes tailles de domaine V3. Quatre variants de NS5A 
portant une duplication V3 partielle (souches Ben et Dol) ou complète (souches Gou et Rav), 
issus de souches de VHC de génotype 1b isolées de 4 patients atteints d’hépatite chronique et 
un variant sauvage (Con1) ont ainsi été analysés.  
  
 Nous avons mis en place une stratégie collaborative d’analyse d’interaction protéine-
protéine impliquant 3 équipes et basée sur l’utilisation de techniques biochimiques in vivo et 
in vitro. L’approche fonctionnelle a d’abord nécessité la construction de vecteurs d’expression 
adaptés à la culture en lignées cellulaires de mammifères et en bactéries. Nos vecteurs étaient 
porteurs de tag de type Flag, marqueur peptidique très largement utilisé en biologie cellulaire, 
qui permet la production de protéines recombinantes. Ce peptide Flag fusionné à la protéine 
d’intérêt permet sa détection de façon sensible à l’aide d’anticorps anti-Flag marqués ou sa 
purification par anticorps anti-Flag fixés sur une résine. Nous avons ainsi obtenu une 
production des différents variants de la protéine NS5A dans 4 lignées cellulaires. La 
production en cellules Huh7.5 a été confirmée par immunofluorescence avec une localisation 
de NS5A au niveau du reticulum endoplasmique et une localisation au niveau des gouttelettes 
lipidiques des cellules. Ces observations sont en accord avec le caractère cytoplasmique 
essentiel de la protéine NS5A d’une part et ses interactions avec les lipoprotéines cellulaires 
d’autre part [42]. Nos constructions validées en lignées Huh7.5 et 293T ont été adressées au 
Dr L. Tafforeau qui a mis en œuvre une première approche fonctionnelle par des tests en 
double-hybride de levure contre une banque d’ADNc de foie. Cette stratégie permet 
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d’identifier notamment des interactions non connues. Elle autorise aussi un crible de plusieurs 
protéines candidates contre un très grand panel de protéines cibles [388]. Nous avons utilisé 
cette technologie comme un dépistage de première intention appliqué à nos 5 variants.  
 Nos résultats ont d’abord confirmé la nature de nos variants dupliqués par 
l’identification de très nombreux hits avec la protéine Bin1 pour un variant et avec 
l’apolipoprotéine A1 (ApoA1) pour 3 variants. Ces deux interactions ont aussi été identifiées 
avec le variant sauvage. En effet, ces deux protéines sont des interactants de la protéine NS5A 
connus et validés dans la littérature. Concernant Bin1, la protéine NS5A se lie au niveau de 
motifs SH3 de cette protéine pro-apoptotique suppresseur de tumeur [389]. L’interaction avec 
Bin1 a lieu au niveau des motifs proline PxxP du domaine II de NS5A qui ont une grande 
flexibilité et changent de conformation pour se lier à de nombreux partenaires [390, 391]. 
Cette interaction inhiberait l’activité anti-apoptotique de Bin1, favoriserait aussi la formation 
du réseau membranaire nécessaire à la réplication virale et modulerait l’hyperphosphorylation 
de la protéine NS5A [376-378]. Pour sa part, l'ApoA1 est associée à NS5A au niveau des 
gouttelettes lipidiques, les études suggérent un rôle de NS5A dans la perturbation du 
métabolisme lipidique, elle contribuerait notamment à la stéatose hépatique observée dans les 
hépatites C chroniques [379, 392]. Dans les tests en double-hydride de levure, l'ApoA1 est la 
protéine qui a la plus forte affinité avec NS5A. Nous avons donc utilisé cette protéine comme 
témoin en pull-down. Testée en parallèle des autres partenaires cibles, l'interaction avec 
l'ApoA1 a plusieurs buts : valider l’interaction avec NS5A, confirmer la présence d'une 
quantité suffisante de NS5A afin de valider les résultats obtenus ou à l’inverse démontrer une 
quantité trop faible de protéine NS5A rendant l’expérience ininterprétable, et enfin valider 
une absence d’interaction entre Apoa1 et la protéine candidate. 
  
 Les autres interactions dépistées en double-hybride portaient sur des nombres de hits 
plus faibles, compris entre 1 et 10 hits pour un couple donné. De même, le nombre de hits 
cumulés pour les variants avec la duplication variait de 1 à 17 et de 1 à 4 pour le variant 
sauvage. Enfin, les interactions communes concernaient soient deux variants avec la 
duplication (ex : ADFP, ATF6, GABARAPL2...), soit un variant avec la duplication et le 
variant sauvage (ex : C9orf23, NUCB1, TP53BP2..). Seules les interactions avec SORBBS3 
et ZNF135 concernaient 3 souches (2 avec duplication et le sauvage). Le nombre de hits et la 
communauté de l’interaction entre plusieurs variants ne suffisaient donc pas à choisir les 
interactions à valider ensuite en technique in vitro. L’implication des partenaires au niveau de 
la biologie cellulaire et leur éventuelle interaction avec d’autres protéines virales du VHC a 
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été le second critère retenu pour arrêter ce choix. Ainsi, la protéine NS5A semble impliquée 
dans le processus de carcinogenèse en interagissant notamment avec la protéine anti-tumorale 
p53 [317]. Notre étude d’épidémiologie clinique a en outre suggéré un impact négatif possible 
de la duplication V3 dans l’évolution de la pathologie hépatique. Il paraissait donc important 
de tester des interactions mettant en jeu des protéines impliquées dans l’oncogenèse. Nous 
avons ainsi retenu 3 partenaires impliqués dans les voies de signalisation cellulaire, l’ATF6 
(17 hits), l’oncostatine M (13 hits) et le TP53BP2 (1 hit). La protéine ATF6 (Activating 
transcripion factor 6) est activée lors d’une réponse UPR (unfolded protein response) traduite 
par un stress du reticulum endoplasmique avec l’accumulation de protéines mal repliées dans 
sa lumière [393]. Des études in vitro, ont montré que le VHC pouvait induire un stress du 
reticulum endoplasmique et altérer la réponse UPR [394]. L’oncostatine M (OSM) a d’abord 
été identifiée pour sa capacité à inhiber la prolifération de certaines lignées tumorales en 
particulier les mélanomes. Elle joue un rôle significatif dans la différenciation et la 
régénération hépatique [395]. D’après une étude récente, l’OSM pourrait inhiber la réplication 
du VHC en synergie avec l’IFNα [385]. La protéine TP53BP2 (Apoptosis-stimulating of p53 
protein 2 ou ASPP2) joue un rôle crucial dans la régulation de l’apoptose et de la croissance 
cellulaire, notamment en agissant sur le gène suppresseur de tumeur p53 [396]. Il semblerait 
qu’elle puisse interagir avec les protéines de capside du VHC, ce qui inhiberait l’apoptose 
induite par p53 [387]. De plus, NS5a empêche la translocation nucléaire de la protéine p53, 
suppresseur de tumeur en la séquestrant dans le cytoplasme et inhibant ainsi l’induction de 
l’apoptose [323]. 
  
 Parmi les autres protéines candidates, nous avons retenu l’ADFP (4 hits) ou Adipose 
differentiation-related protein, qui appartient à la famille des lipid droplet protéin présentes au 
niveau des gouttelettes lipidiques des hépatocytes. Les lipoprotéines sont impliquées dans 
l’assemblage viral qui a lieu au niveau de gouttelettes lipidiques en présence de la protéine 
NS5A. Cette famille est impliquée notamment dans la physiopathologie de la stéatose 
hépatique à laquelle NS5A semble participer [397]. Concernant la réponse immunitaire, nous 
avons retenu la protéine COMMD1 (« COMM domain-containing protein 1 » ou protéine 
Murr1) ; elle appartient à la famille des protéines Murr1 impliquées dans la réponse 
immunitaire en inhibant l’activation du facteur de transcription NF-κB [398]. Or il a été 
démontré que la protéine NS5A interagissait avec les voies de signalisation de l’interféron et 
était capable d’activer NF-κB en induisant un stress oxydatif [308]. 
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 Suite à ces résultats, notre travail s'est attaché à la validation des interactions 
identifiées avec les candidats choisis par la technique de pull-down. Cette technique nécessite 
d’abord la production des protéines d’intérêt NS5A sous forme recombinantes. Ainsi, la 
production des 5 variants NS5A sauvage et mutés a été mise en œuvre sur deux systèmes : 
production en cellules de mammifères et production en bactéries. L’expression en cellules de 
mammifères de NS5A recombinante fusionnée à un tag triple Flag ayant été validée en 
lignées Huh7.5 et 293T, la construction plasmidique a été ré-utilisée pour la production en 
lignées Huh7 et CHO. A contrario, l’expression en système bactérien a nécessité la 
construction d’un plasmide recombinant adapté. Par souci de comparaison avec la production 
en lignée cellulaire, le tag utilisé a été le Flag. Les protéines ont été exprimées fusionnées à un 
peptide Flag ou 3xFlag en bactéries ou en cellules de mammifères, respectivement.  
  
 Les différents systèmes de production testés ont permis l’expression des protéines 
NS5A, vérifiée sur western blot. Concernant l’expression en cellules de mammifères, 2 
lignées cellulaires ont été transfectées : la lignée hépatocytaire humaine Huh7 et la lignée 
ovarienne de Hamster CHO. Le rendement de production semblait différent selon la forme de 
NS5A transfectée (sauvage ou dupliquée) et selon le type cellulaire. En effet, les souches Ben 
et Gou étaient les variants les plus exprimés dans les cellules CHO tandis que dans les cellules 
Huh7, ce sont les variants Gou et Rav qui étaient les plus exprimés. Sur les deux lignées 
cellulaires, les protéines NS5A portant la duplication V3 étaient davantage exprimées que la 
protéine sauvage. Des tests de prolifération cellulaire pour évaluer l’avantage qu’induirait la 
duplication ont été initiés. Les résultats préliminaires semblent montrer que les cellules 
transfectées par certains mutants prolifèrent plus rapidement que celles transfectées par le 
sauvage, elles-mêmes proliférant plus rapidement que les cellules non transfectées. Ces 
résultats nécessitent néanmoins confirmation. Ces données seraient concordantes avec le rôle 
de la protéine NS5A dans la prolifération cellulaire et le contrôle du cycle cellulaire [250, 
399]. 
  
 Malgré une expression des protéines NS5A dans les deux systèmes de production, les 
rendements obtenus étaients faibles. Les tests d'interaction pull-down nécessitent une quantité 
suffisante (100 ng) de protéine NS5A pour pouvoir interagir avec les partenaires cibles. Des 
tests en grand volume ont donc été réalisés : une production sur une surface équivalente à 
1400 cm² de cellules Huh7 et une production sur 1 litre de biomasse bactérienne. La 
production en cellules Huh7 sur une plus grande surface a conduit à un rendement médiocre. 
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Nous avons utilisé nos productions pour faire du pull-down sans obtenir de résultat 
satisfaisant (Figure 45). Nous avons privilégié l’optimisation de la production en système 
bactérien dans l’attente de l’arrivée d’un système de production de protéine en cellules en 
milieu liquide automatisé à haut rendement. En effet, la production en cellules de mammifères 
a l’avantage de respecter les modifications post traductionnelles.  
  
 Dans les différentes études publiées, les conditions d’expression de la protéine NS5A 
en bactéries sont très variables en fonction des constructions plasmidiques utilisées. [250, 400, 
401]. Nous avons donc testé plusieurs conditions de production avec le sauvage WT afin de 
définir les conditions optimales, qui ont ensuite été vérifiées pour l’expression de l’ensemble 
des variants. Nous avons testé différentes conditions de lyse du culot bactérien et de 
purification de la protéine NS5A sous différents volumes de culture. Nous avons finalement 
défini une production optimale avec une culture bactérienne réalisée sous un volume de 100 
mL suivie d’une lyse TNG du culot bactérien et d’une purification avec une solution de 
glycine 0.1M pH 2,8 incubée pendant 10 min à température ambiante. Avec ce protocole, 
nous avons obtenu une production estimée à 7.5 ng/µL de lysat cellulaire, ce qui est 
concordant avec les travaux de Huang et al. [400] qui montrent un rendement de 1 ng/µL à 
partir d’un lysat bactérien. Nous avons aussi obtenu l’élution de la protéine NS5A de la résine 
M2 anti-Flag qui était une des difficultés à laquelle nous nous sommes heurtées au début des 
productions.  
  
 L’obtention de protéines NS5A recombinantes purifiées en système bactérien nous a 
permis de débuter les analyses en pull-down. Nous avons testé un premier partenaire : l’ADFP 
en utilisant l’ApoA1 comme protéine témoin d’interaction. Aucune protéine n’a été détectée, 
pas même les témoins anticorps. Nous avons testé 100ng de chaque partenaire, cette quantité 
avait été retenue car déjà validée au laboratoire pour d’autres interactions. Cependant, la 
quantité de chaque partenaire est le paramètre le plus délicat du pull-down. Avant d’envisager 
d’autres quantités de partenaires dans de nouveaux pull-down, nous avons vérifié nos 
protéines partenaires et nous avons mis en évidence un seuil de détection plus élevé à environ 
400ng et une absence de détection à la quantité de 100ng précédemment utilisée dans le pull-
down. Les protéines étant conservées depuis quelques mois au laboratoire, la question d’une 
éventuelle dégradation s’est aussi posée.  
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 Pour permettre la continuité de cette étude et la validation des résultats des tests en 
double-hydride, plusieurs axes vont être développés. De nouveaux tests en pull-down seront 
réalisés en faisant varier les quantités respectives de chaque partenaire avec un nouveau lot de 
protéines recombinantes GST. Les différents variants seront évalués d’emblée avec les autres 
partenaires retenus à la suite du crible en double-hybride levure. Nous avions d’abord 
commencé avec un seul partenaire et avions retenu l’ADFP. En effet, les résultats de l’étude 
épidémioclinique n’étaient pas encore obtenus et nous avions ciblé l’interaction de NS5A 
avec les lipoprotéines. Nous envisageons donc de focaliser cette analyse en privilégiant les 
partenaires impliqués dans l’oncogenèse et la fibrogenèse. En effet, nos travaux suggèrent que 
l’infection par une souche dupliquée pourrait être associée à une sévérité de la maladie 
hépatique, notamment la présence d’une cirrhose et d’un CHC. L’implication de la protéine 
NS5A dans la carcinogenèse hépatique est maintenant démontrée [402, 403], en outre cette 
protéine pourrait avoir des propriétés transactivatrices impliquant le domaine C-terminal où se 
situe notamment le domaine V3 [266].  
 
 D’autres approches pourraient être envisagées pour valider les résultats obtenus à la 
suite du test en double-hybride de levures. En effet, l’équipe de Lyon a développé une 
nouvelle stratégie de validation des interactions protéiques couplant au double-hybride et à la 
co-immunoprécipitation la spectrométrie de masse [404]. L’approche par une technique de 
coimmunoprécipitation pourrait également confirmer les interactions mises en évidence 
précédemment. Cette méthode, hautement spécifique, permet de détecter à la fois les 
interactions directes et indirectes. Elle nécessite l’utilisation de plusieurs anticorps très affins. 
De nombreuses interactions de la protéine NS5A ont ainsi été validées par cette méthode 
[405, 406]. L’utilisation couplée à des techniques biophysiques comme la spectrométrie de 
masse permet une approche structure-fonction originale, avec notamment la détermination des 
conformations adoptées selon l’interaction et la mise en évidence d’interactions transitoires 
[391, 407]. La très grande flexibilité des domaines II et III de NS5A est maintenant bien 
démontrée [280, 408] et explique la possibilité de liaison à de très nombreuses protéines. Une 
alternative est aussi envisagée à Angers avec la mise en place actuellement d’une plate-forme 
lentivirale.  
  
 L’identification d’un nouveau partenaire à l’issue de ces tests, nécessitera ensuite 
l’utilisation de réplicons sous-génomiques dérivés du clone infectieux JHF1 [409] et la mise 
en œuvre de constructions de réplicons modifiés portant les différents variants de NS5A ainsi 
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que les domaines III de NS5A seulement. Il s’agit en effet de définir si la duplication V3 est le 
domaine d’interaction avec la protéine partenaire identifiée. Cette stratégie combinée met 
aussi en œuvre des tests rapporteur luciférase ainsi que la quantification de l’expression des 
gènes codant les protéines partenaires in vitro. Ces stratégies ont permis la mise en évidence 
de l’inhibition de la protéine GADD45α par NS5A soulignant le rôle de NS5A dans la 
survenue du CHC [403], ou encore l’interaction de la vipérine avec la protéine NS5A pour 
contrôler la réplication virale [410], ou enfin la suggestion d’une régulation de la réplication 
virale par activité transcriptionnelle du fragment C-terminal de la protéine NS5A [266].  
 
 L’identification d’un partenaire spécifique aux protéines NS5A avec une duplication 
V3 nous permettrait de mieux cerner l’implication de ce polymorphisme génétique dans la 
physiopathologie des infections par le virus de l’hépatite C.  
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CHAPITRE 5 : CONCLUSION ET PERSPECTIVES  
 
 L’infection par le virus de l’hépatite C est un exemple rare en virologie « d’histoire 
résolue ». En effet, en moins de 30 ans, ce virus aura été découvert (1989), pris en charge tant 
au niveau diagnostic avec l’avènement simultané de la PCR, outil de sa découverte, qu’au 
niveau thérapeutique avec les premiers traitements immuno-modulateurs et sera très 
probablement éradiqué grâce à la révolution thérapeutique qui arrive. Néanmoins, cette 
histoire fulgurante à l’issue favorable ne doit pas conduire à un optimisme béat. Cette 
pathologie concerne actuellement plus de 180 millions de patients dont la majorité vit dans 
des pays à ressources limitées et pour lesquels l’accès au diagnostic d’une part et à ces 
thérapies d’autre part est probablement encore lointain. La particularité du VHC est sa 
diversité génétique, qui impacte sur la réponse au traitement, y compris sur les antiviraux 
spécifiques (DAA), et qui rend difficile la mise au point d’un vaccin. La compréhension des 
conséquences de cette diversité sur la physiopathologie reste alors d’un intérêt majeur. 
 
 Nos travaux se sont intéressés à une duplication du domaine V3 de la région NS5A 
découverte au laboratoire chez des souches de VHC de génotype 1b. Les virus sont des 
parasites intracellulaires obligatoires, et les virus à ARN portent en général des génomes de 
taille restreinte, avec une certaine notion d’économie et d’efficacité infectieuse. La présence 
de gènes dupliqués dans le génome viral pose alors la question de l’avantage éventuel procuré 
par cette portion génomique supplémentaire dans ce contexte d’économie. C’est pourquoi 
nous avons souhaité caractériser cette duplication du domaine V3 dans sa globalité : nous 
nous sommes intéressés à son éventuel impact clinique, à l’origine génétique de ce 
polymorphisme et à son possible rôle au niveau du cycle viral et de la biologie cellulaire du 
VHC.  
 
 Nous avons mis en œuvre une étude multicentrique associant 19 laboratoires de 
virologie français, qui a reçu le soutien du groupe hépatite C de l’AC11-virologie médicale en 
2006. Nous avons inclus entre 2006 et 2009 les patients infectés par le VHC nouvellement 
génotypé 1b au sein de chaque laboratoire. Cette cohorte a constitué la base principale de 
notre étude. Nous avons utilisé en complément les données de séquences provenant de l’étude 
NAIF menée précédemment au laboratoire. Un total de 938 patients ont été identifiés par les 
laboratoires et ont été testés. Nous avons pu finalement inclure 821 patients. Ce premier 
travail nous a permis de confirmer l’existence de la duplication V3 au niveau d’une 
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importante cohorte française. Nous avons identifié une prévalence de 3,05% de la duplication 
V3 au sein de cette cohorte ce qui correspondait à 25 patients infectés par ce type de souche. 
Ce chiffre pourrait être considéré comme faible en terme de niveau de prévalence mais nous 
pensons qu’il n’est pas négligeable au regard de la biologie des virus à ARN. En effet, la 
duplication totale de gène conduisant à deux ORF en tandem a été rarement rapportée chez les 
virus à ARN ; à peine une dizaine de publications peuvent être recensées [335, 411-413]. De 
même quelques duplications partielles ont été identifiées dans les régions non codantes de 
flavivirus ou de tombusvirus [336, 414] ou dans les régions intergéniques du BVDV [415] ou 
du rotavirus du porc [337]. L’évolution des virus à ARN repose essentiellement sur les 
mutations ponctuelles associées à un niveau de réplication très élevé. En effet, un évènement 
de duplication conduit à une augmentation de la taille du génome, une augmentation de la 
durée du cycle de réplication et une augmentation du risque d’erreur au cours de la réplication 
qui peut générer des virus défectifs [416]. Cet ensemble d’éléments apparait défavorable à 
une transmission et une infectiosité efficaces.  
  
 Nos analyses moléculaires ont permis de montrer que cette duplication avait pour 
probable origine une recombinaison non-homologue issue de deux souches parentales de 
génotype 1b, nous estimons la survenue de cet évènement il y environ 100 ans. Nos analyses 
réalisées sur les gènes NS5A et E1 étaient concordantes montrant un isolement de ces 
souches. La duplication de gène chez les virus à ARN est majoritairement issue de 
recombinaisons homologues [326, 327] ; les quelques souches recombinantes du VHC 
identifiés in vivo sont issus de ce type de mécanismes et confirment la possibilité de telle 
recombinaison chez le VHC [166]. Des travaux in vitro ont aussi validé ce mécanisme de 
recombinaison homologue avec un taux de recombinaison estimé à 4.10
-8
 par nucléotide et 
4.10
-4
 par génome [331]. Sheel et al. ont démontré très récemment la possibilité de 
recombinaisons non-homologues chez le VHC à l’aide d’expériences in vitro réalisée avec 
des constructions JFH1 et J6 [417]. Notre étude permet de démontrer la réalité de ce type de 
recombinaison chez le VHC in vivo pour la première fois. En outre, nous montrons que nos 
souches recombinantes constituent la totalité de la quasiespèce, elles sont présentes dès 
l’infection et persistent jusqu’à plus de 10 ans chez les patients pour lesquels nous disposions 
de prélèvements consécutifs. Au regard de l’impact délétère des duplications et de la rareté 
des recombinaisons non-homologues [418] chez les virus à ARN, l’implantation de telles 
souches de VHC dans la population ne peut pas être considérée comme ayant une faible 
prévalence. De plus, cette implantation associée à la possibilité de transmission démontrée 
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chez un patient soulignent au moins l’absence d’impact négatif de la duplication sur la 
biologie du VHC, à défaut de souligner un quelconque avantage sélectif.  
 
 Au plan clinique, les recombinaisons peuvent conduire à un avantage sélectif avec 
l’émergence de mutants d’échappement ou peuvent permettre l’élimination de gènes délétères 
[327]. Les recombinaisons peuvent plus rarement conduire à l’émergence de nouvelles 
souches voire de nouveaux phylums ayant différentes pathogenèses. Par exemple, plusieurs 
recombinaisons entre souches du BDVD et gènes de l’hôte ont permis l’émergence d’une 
souche virulente cytopathogène létale chez l’hôte [419]. De même certains coronavirus du 
chat, qui recombinent entre eux, ont conduit à l’émergence de souches plus pathogènes à 
l’origine de péritonites graves [420]. Notre travail d’épidémiologie clinique avait pour but 
d’identifier un contexte particulier associé à ce type de souche. Or, le recueil de données 
cliniques a été le principal écueil de notre étude avec une part non négligeable de données 
manquantes, limitant les effectifs de certains groupes de patients. Néanmoins, les analyses 
statistiques ont montré une prévalence plus élevée des souches recombinantes chez les 
patients avec une pathologie hépatique sévère. Cette tendance observée dans notre étude se 
trouve aujourd’hui confortée par les résultats d’un autre travail mené à Brest, actuellement 
soumis à publication (Annexe 2). Cette équipe a réalisé le dépistage de la duplication V3 sur 
des échantillons provenant du centre de ressources biologiques de l’Hôpital Jean Verdier à 
Bondy et issus d’une cohorte de 72 patients infectés par le VHC de génotype 1b, bénéficiant 
d’un suivi longitudinal. Les patients étaient répartis en 3 groupes selon leur évolution 
clinique. Trois souches recombinantes ont été identifiées parmi les patients évoluant vers le 
CHC (n=28), deux souches recombinantes ont été dépistées chez les patients avec une 
cirrhose sans évolution vers le CHC (n=27) et aucune souche n’a été trouvée chez les patients 
avec une hépatite chronique avec une fibrose modérée (F1-F2). Les analyses menées sur les 2 
domaines V3 issus des souches recombinantes du groupe de patients avec un CHC montraient 
une variabilité génétique supérieure à celle observée pour les souches recombinantes du 
groupe de patients avec cirrhose. La survenue d’un CHC semblait aussi associée à une 
évolution différente des caractéristiques génétiques et biochimiques du domaine V3 inséré. 
Cette étude a l’intérêt de faire appel à une cohorte de patients suivie dans le temps permettant 
une comparaison de l’évolution clinique des patients et une répartition en « groupe 
d’évolution » de la maladie hépatique. Malgré un nombre de patients plus faible par rapport à 
notre étude multicentrique, la même tendance est observée avec une prévalence de souches 
recombinantes plus élevée chez les patients présentant une plus grande sévérité de la 
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pathologie hépatique. Les analyses de variabilité génétique montrent un domaine V3-R1 
différent du domaine V3-R2 et sont aussi en accord avec nos études moléculaires qui 
montraient un isolement reproductif du domaine V3 inséré.  
 
 La mise en évidence de partenaires protéiques spécifiques aux protéines NS5A 
dupliquées qui pourraient expliquer un éventuel rôle de la duplication dans la fibrose 
hépatique et le CHC, reste donc un challenge. Le crible en double-hybride levure nous a 
permis l’identification de partenaires différents entre les protéines NS5A dupliquées et la 
protéine NS5A sauvage. Certains partenaires retiennent tout particulièrement notre intérêt, 
comme l’ATF6, l’oncostatine M et le TP53BP2 car ces protéines participent aux voies de 
signalisation cellulaire impliquées dans l’apoptose et le contrôle de la carcinogenèse. Nous 
avons franchi un premier pas en réussissant la production des protéines NS5A marquées par 
des tags de type Flag à la fois en système cellulaire et en système bactérien. La production en 
cellule n’a pas été optimisée autant que souhaitée mais doit être retenue car elle conduit à des 
protéines ayant subies les modifications post-traductionnelles. Bien que les premiers pull-
down n’aient pas été concluants, les analyses seront poursuivies avec les modifications 
techniques adaptées. Une approche fonctionnelle combinant plusieurs techniques s’avère 
impérative et nécessitera de nouvelles collaborations en focalisant probablement les analyses 
sur les voies de l’oncogenèse. 
 
 Nous avons découvert une duplication du domaine V3-NS5A chez des patients 
infectés par le VHC de génotype 1b. Nous montrons que ces souches sont issues d’une 
recombinaison non-homologue, mécanisme décrit pour la première fois in vivo. Ces souches 
se sont implantées dans la population, elles sont contemporaines de la contamination et 
persistent au cours de l’infection, ne montrant aucun impact délétère de ce type de 
recombinaison sur l’évolution du VHC. L’infection par ce type de souche pourrait être 
associée à une plus grande sévérité de la maladie hépatique avec une fréquence plus élevée de 
cirrhose et de CHC comme l’ont montré les études épidémio-cliniques réalisées à Angers et à 
Brest. Ce travail nécessite la recherche du rôle exact du domaine V3 dupliqué par la 
finalisation des études fonctionnelles. 
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Abstract 
 Hepatitis C virus non-structural protein 5A is known to play a role in development of 
hepatocellular carcinoma via interactions with host cell pathways. Hepatitis C virus genotype 
1b strains presenting a wide insertion of 27 amino acids in the non-structural protein 5A V3 
domain were studied in order to determine whether this V3 insertion, identified as a 
duplication, was associated with hepatocellular (HCC) carcinoma occurrence. Seventy-four 
sera were screened for the presence of this V3-like additional domain (V3-1). Three strains 
harboring the inserted domain were detected among patients who displayed progression to 
HCC (n=28), two strains among patients with liver cirrhosis (LC, n=27) and none among 
patients with chronic hepatitis (CH, n=19). Phylogenetic trees built from V3 and V3-l 
sequences indicated that the latter clustered separately, and that these strains were probably 
transmitted after having already acquired the duplication. Between-sample analysis showed 
that HCC V3 and HCC V3-l genetic variability was statistically higher than that of LC V3 and 
LC V3-l. Among HCC group sequences, the additional V3-l domain and its four amino acid 
junctions with V3 domain exhibited significantly higher Shannon entropy values and 
positively selected amino acids. We further showed that, among HCC group sequences, these 
amino acid positions were more hydrophilic, and thus more strongly exposed, and were 
enriched in disorder-promoting highly flexible residues. Taken together, our results suggest 
that V3-l evolution may differ in strains associated with HCC occurrence. The presence of an 
intrinsically “disordered” V3 duplicate may alter the NS5A protein network. Further 
investigations are necessary to elucidate the potential impact of V3 duplication in the context 
of carcinogenesis. 
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Introduction 1 
According to WHO, global hepatitis C virus (HCV) infection prevalence is estimated 2 
at 3% of the world population, representing 170 million people. Ten to thirty percent of the  3 
latter will become cirrhotic, with a 3% to 8% per year risk of hepatocellular carcinoma (HCC) 4 
development [1]. In developed countries (the USA, Europe and Japan), about 60% of HCC 5 
cases are attributed to chronic hepatitis C infection [2]. Over the last two decades, the HCC 6 
incidence has been growing in these countries, and will probably continue due to a cohort 7 
effect of greater exposure to HCV from the 1950s to the 1980s via contact with contaminated 8 
blood [3].  9 
Four HCV proteins are known to play an important role in hepatic oncogenesis: the 10 
core protein [14,15] and the non-structural proteins NS3 [16,17], NS5A [15] and NS5B [18]. 11 
NS5A has recently attracted considerable interest because of its potential multiple functions. 12 
It may be a promising new target for anti-HCV therapy [19,20,21] and a host cell growth and 13 
apoptosis modulator via interactions with p21, p53 and cyclins [22,23]; it may be associated 14 
with the response to IFN- therapy and possibly implicated in formation of a functional HCV 15 
replication complex. NS5A is a large (56-58 kDa, 447 amino acids) RNA binding hydrophilic 16 
phosphoprotein organized into three domains (Domains I, II and III) separated by low-17 
complexity sequences [24,25,26,27]. The 30 amino-terminal amino acid residues of NS5A 18 
(Domain I) form an amphipathic -helix anchoring NS5A to the membrane-associated 19 
replication complex [28]. Domain II of NS5A (250-342) contains the interferon sensitivity-20 
determining region (ISDR; amino acids 237-276) within the protein kinase R (PKR) binding 21 
domain (amino acids 237-309). Mutations in NS5A ISDR have been shown to correlate with 22 
IFN treatment responsiveness in genotype-1b-infected Japanese patients [29,30]. The protein 23 
kinase R binding domain is able to inhibit IFN-induced PKR involved in both the cellular 24 
antiviral response and in cell proliferation control and oncogenesis [31]. NS5A carboxy 25 
terminal domain III (356-447) is characterized by a high degree of genetic flexibility. 26 
Sequence variations in the hypervariable region V3 (383-406) or in the V3 and pre-region V3, 27 
called the interferon/ribavirin resistance-determining region (IRRDR), may correlate with an 28 
early and sustained virological response to IFN/RBV combination therapy [32,33,34]. The 29 
function of NS5A domain III in the viral replication cycle is still unknown. The NS5A C-30 
terminus can tolerate large heterologous sequence insertions without impairing HCV 31 
replication [35]. On the other hand, domain III of NS5A may play a key role in hepatitis C 32 
virus infectious particle assembly, modulating virion production [24,27]. 33 
 
224 
 
In a previous exploratory French study on HCV genotype 1b NS5A ISDR and V3 34 
domain mutations prior to IFN therapy, Veillon et al. detected strains harboring a never-35 
before-described wide insertion in V3, mimicking a duplication of this domain, as two 36 
paralogs [32]. A multicenter study supported by the French National Agency for Research on 37 
AIDS and Viral Hepatitis (ANRS) was recently conducted in France (twenty laboratories) and 38 
showed a prevalence of 3.05% for HCV 1b strains, with a duplicated NS5A V3 domain that 39 
may correlate with severity of the liver disease, i.e. fibrosis level and HCC occurrence (Le 40 
Guillou et al., ).  41 
The aim of the present study was to describe V3 and V3-like (V3-l) domain genetic 42 
variability, to analyze selective pressure acting on the two paralogs and to estimate physico-43 
chemical profiles of this duplication, while comparing strains associated with liver cirrhosis 44 
(LC) or with HCC.  45 
 46 
Materials and methods 47 
Patients 48 
 Patient sera were collected from the French Biological Resources Center of Jean 49 
Verdier Hospital (Bondy, France). Written consent was obtained for each patient. Seventy-50 
four women with HCV-1b genotype-related liver disease were prospectively recruited 51 
according to the following criteria: Caucasian origin and absence of co-morbidities such as 52 
alcohol abuse, HIV or HBV co-infection. All were HCV-treatment-naive, and cirrhotic 53 
patients were followed up for eight years with periodic ultrasound examination and serum -54 
fetoprotein monitoring, as previously reported [36]. Patients were classified into three groups 55 
according to the different degrees of liver disease severity at the time of serum collection: 56 
group CH included 19 patients with chronic hepatitis (F1-F2, METAVIR classification), 57 
group LC included 27 patients with liver cirrhosis (F4) without subsequent development of 58 
HCC, and group HCC included 28 patients with liver cirrhosis who subsequently developed 59 
HCC during follow-up. Patients were contaminated in Europe, in most cases via blood 60 
transfusion, and were matched so as to have the same presumed duration of hepatitis C 61 
infection. Viral evolution was also analyzed in two patients from whom sequential serum 62 
samples were available seven years apart: at the cirrhosis stage in one case (group LC), and 63 
before and after HCC in the other case (group HCC). Serum samples were stored at -70°C 64 
until use. 65 
 66 
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HCV-RNA quantification and HCV genotyping  67 
Quantitative detection of HCV-RNA was performed using the RT-PCR-based method 68 
(Roche Diagnostics Cobas Amplicor HCV Monitor test v. 2.0, Meylan, France), with a cutoff 69 
level at 600 IU/mL. Genotyping of HCV was carried out by 5’ non-coding region sequencing 70 
using the Trugene HCV method (TRUGENE 5’NC, Bayer HealthCare LLC, Berkeley, CA). 71 
In case of undetermined subtype, the NS5B region was sequenced to confirm genotype 1b 72 
according to French ANRS consensus protocol [37]. 73 
 74 
HCV-RNA extraction and NS5A domain V3 amplification by RT-PCR  75 
Total HCV-RNA was extracted from 140 µL of serum using the QIAamp® RNA 76 
mini-kit (Qiagen, Courtaboeuf, France). The full-length NS5A gene (6246-7586, HCV-J 77 
strain numbering) was first amplified by reverse transcription, combined with an initial PCR 78 
using outer primers E1 and E2, previously described by Duverlie et al. [38]. Reverse 79 
transcription was performed using Superscript III reverse transcriptase included in the One-80 
Step RT-PCR kit (Invitrogen, Life Technologies, Saint Aubin, France) and reverse primer E2 81 
(5’-GCTGCGAGATGTTGTGGCGTA-3’, nucleotides 7968-7718, according to HCV-J 82 
numbering). Reverse transcription was combined with full-length NS5A amplification using 83 
the E2 primer described above and the E1 primer (5’-GAGGGGGCTGTGCAGTGGATG-3’, 84 
nucleotides 6057-6077, HCV-J numbering), respectively, as non-sense and sense primers. 85 
Briefly, 25 µL of the reaction mix contained 2X reaction buffer, 200 µM dNTP mix, 1.6 mM 86 
magnesium sulfate, 0.5 µL of Superscript III reverse transcriptase/platinum Taq polymerase, 87 
200 nM of each sense and antisense primer and 5 µL RNA. Reverse transcription and the first 88 
PCR consisted of 1 cycle at 55°C for 30 min (for reverse transcription), followed by 1 cycle at 89 
94°C for 2 min, 40 cycles at 94°C for 30s, 55°C for 60s, 68°C for 3 min, with a final 90 
extension at 68°C for 5 min. To obtain NS5A V3 domain amplification, a nested PCR was 91 
performed with 5 µL of NS5A first PCR product as template, using internal sense primers 92 
S31 (5’-GGACTACGTCCCTCCGGTGG-3’, nucleotides 7241-7260, HCV-J numbering) or 93 
S (5’-TTGCTACAAAGACCTTTGGCAG-3’, nucleotides 7368-7568, HCV-J numbering), if 94 
failure to amplify with S31, and antisense I4 (5’-GCAGCAGACGACATCCTCAC-3’, 95 
nucleotides 7567-7586, HCV-J numbering). Twenty-five µL of the reaction mix contained 96 
10X reaction buffer, 200 µM dNTP mix, 2 mM magnesium sulfate, 0.5µL AmpliTaq Gold 97 
DNA polymerase (Applied Biosystems, Life Technologies, Courtaboeuf, France), 200 nM of 98 
each primer and 5 µL of NS5A PCR product. The nested PCR consisted of 1 cycle at 94°C for 99 
5 min, 40 cycles at 94°C for 45s, 55°C for 45 s and 72°C for 3 min with a final extension at 100 
 
226 
 
72°C for 15 min. Fragment size was verified by ethidium bromide staining after 101 
electrophoresis in a 1% agarose gel (Eurobio, Les Ulis, France). The expected size of NS5A 102 
V3 PCR products was 345 nucleotides (using S31/I4 primers) and 218 nucleotides (with S3/I4 103 
primers). Fragments longer than expected were likely to carry the duplicated V3 domain and 104 
were studied.  105 
 106 
NS5A V3 cloning and DNA sequencing 107 
 Amplified NS5A V3 domains likely to be duplicated were purified (High Pure PCR 108 
Product Purification kit; Roche Molecular Biochemicals, Meylan, France) and ligated into the 109 
pCR 2.1
TM
-TOPO vector (TOPO TA Cloning Kit; Invitrogen) following the manufacturer’s 110 
instructions. Transformants were grown on LB agar plates containing 50 µg/mL of ampicillin 111 
and selected at random. Plasmids were extracted using the QIAprep Spin Miniprep kit 112 
(Qiagen, Courtaboeuf, France) and subjected to nested NS5A V3 PCR as described above. 113 
Amplicon size was verified by electrophoresis in 1% agarose gel. Plasmids containing an 114 
insert in the V3 domain were purified and sequenced with M13 universal and M13 reverse 115 
primers by the dideoxy chain termination method on a MegaBace DNA analysis system 116 
(Amersham Biosciences, Orsay, France). Amplified DNA products were also directly 117 
sequenced in both directions using S and I4 primers with the Big Dye Terminator sequencing 118 
kit (Applied Biosystems, Life Technologies, Courtaboeuf, France) on an ABI PRISM 310 119 
sequencer. Chromatograms were read by Chromas Lite software (http://technelysium.com.au) 120 
and analyzed by the Staden Package (Gap4) program (http://staden.sourceforge.net).  121 
 122 
NS5AV3 quasi-species analysis 123 
Major sequence alignment was manually edited using the GeneDoc 2.0.1 editor. 124 
Quasi-species sequences were aligned with the ClustalW program included in MEGA version 125 
4 software [39]. In order to clear evolutionary ties between the two genes, rooted phylogenetic 126 
trees were built from all V3 nucleotide sequences aligned with those of V3-l. Trees were 127 
constructed using the neighbor-joining method, a Kimura two-parameter model and the HCV-128 
J strain as outgroup. Genetic variability was measured by within- and between-sample 129 
analyses. The within-sample approach consisted of examining each patient sequence 130 
independently and then the mean of the values obtained for each patient so as to obtain the 131 
value of the group. Between-sample analysis was based on pairwise comparison of all 132 
sequences of a clinical group except for genetic distances and dN/dS ratio calculations, where 133 
each sequence was directly compared to the HCV-J strain.  134 
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To compare V3 and V3-like diversity according to clinical outcome, genetic distances 135 
were estimated within these two regions using the Kimura two-parameter method 136 
implemented in MEGA4 software. We next analyzed sequence complexity, defined as 137 
Shannon entropy values, at nucleotide and amino acids level, using the Shannon Entropy 138 
Two-Tool available on the HCV LANL database (http://hcv.lanl.gov). This interface enables 139 
graphic representation of Shannon entropy, comparing site-by-site two opposite sets of 140 
sequences (positive and negative scale). Positional entropy variations were analyzed by 141 
comparing the cancer group (represented on a positive scale) with the cirrhosis group 142 
(negative scale). 143 
The number of synonymous (dS) and non-synonymous (dN) substitutions per site was 144 
determined using the Nei-Gobojori method with Jukes-Cantor correction in MEGA4 145 
software. The dN/dS ratio at each codon site was estimated using the SNAP tool 146 
(synonymous non-synonymous analysis program) available on the HCV LANL database.  147 
 148 
Hydropathy profiles and physicochemical properties 149 
To delineate the hydrophobic profile of the protein in each clinical group, we used the 150 
Kyte-Dootlittle hydropathy scale, implemented in DAMBE software [40], with a window size 151 
of 6, allowing detection of hydrophilic and possibly antigenic regions. To determine whether 152 
quasi-species variations between HCC and LC groups resulted in physicochemical changes 153 
(flexibility, surface exposure, presence of disorder- or order-promoting amino acids), a 154 
graphic comparison of positional amino acid properties was built using the Two-Sample 155 
Logos web-tool [41] available at http://www.twosamplelogo.org/. The Two-Sample Logo 156 
enables visual identification of physicochemical properties when comparing HCC (positive 157 
set) and LC group sequences (negative set) with the height of each amino acid symbol within 158 
the logo proportional to its frequency in the alignment. Only the HCC group was represented 159 
on the logo, with the upper section displaying overrepresented amino acids in the positive set  160 
and the lower section showing depleted amino acids (figure 5). 161 
 162 
Pattern/motif search 163 
The number and nature of functional motifs potentially resulting from V3 duplication of HCC 164 
or LC group V3 major sequences were compared using the PROSITE program of the ExPASy 165 
Bioinformatics Resource Portal (http://www.expasy.org/). 166 
 167 
 168 
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Statistical analysis 169 
Patient characteristics were compared between groups using analysis of variance or 170 
the Wilcoxon-Mann-Whitney test. The difference in V3 duplication prevalence was tested 171 
with Fischer’s exact test. Differences between groups of sequences were assessed, when 172 
appropriate, by Wilcoxon-Mann-Whitney or Student’s t-tests for quantitative variables. P < 173 
0.05 was considered significant. 174 
 175 
Nucleotide sequence GenBank accession numbers 176 
A total of 126 different clonal sequences of the NS5A V3 gene have been deposited in 177 
the GenBank database (accession numbers KF648380-KF648505). 178 
 179 
Results 180 
Characteristics of the patients 181 
Seventy-four patients with HCV genotype 1b chronic infection were divided into three 182 
clinical groups (HCC, LC and CH) and screened for the presence of V3 duplication. Patient 183 
general characteristics are presented in Table 1. The average age in each group was 184 
statistically different (respectively, 56.07±13.0 years, 63.19±11.4 y and 71.09±8.6 y in  185 
groups CH, LC and HCC, analysis of variance, p<0.0001). However, presumed durations of 186 
hepatitis C infection were similar and reached 46.5 years in the LC group and 46.75 in the 187 
HCC group. Group CH consisted of 26.3% of patients with an F1 METAVIR score and 188 
73.7% with an F2 score, while groups LC and HCC included only patients with an F4 score. 189 
No significant difference was observed in average viral load (respectively, 2.98 × 10
6
; 2.78 × 190 
10
6
 and 4.10 × 10
6
 UI/mL for HCC, LC and CH groups), nor in average serum alanine 191 
aminotransferase levels (respectively, 2.2, 2.5 and 2.2 times the upper limit of normal in the 192 
HCC, LC and CH groups). The average level of alpha-fetoprotein (AFP) was significantly 193 
higher (p = 0.0389 in the Wilcoxon-Mann-Whitney test) among patients who developed HCC 194 
than in the other groups (mean AFP within normal limits). 195 
 196 
Presence and direct sequencing of V3 duplication 197 
Three insertions were detected in the HCC group (n=28), two in the LC group (n=27) 198 
and none in the CH group (n=19). Although the insertion prevalence was higher among 199 
patients with HCC (10.71%) than among those with LC (7.41%) or CH (0%), the difference 200 
was not statistically significant (Fischer’s exact test, p=1). For the two patients for whom 201 
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sequential serum samples were available, V3 duplication was also detected seven years later. 202 
In all cases of insertion in the V3 region, an additional domain of 31 amino acids was present, 203 
analyzed first by direct sequencing, as shown in Fig.1. The NS5A V3 region of HCV 204 
genotype 1b was located between amino acids 2353 and 2379. Here, 27 additional amino 205 
acids were present without changing the reading frame, joined to the initial V3 domain by a 206 
four-amino-acids junction. The percentage of nucleotide identity between these two domains 207 
(excluding the four amino acids forming junction) ranged from 0.71 to 0.79 (average 0.76) for 208 
the HCC group and from 0.79 to 0.85 (average 0.81) for the LC group (Table 2). Because of 209 
this high identity percentage, the additional domain was considered to be a duplication of V3.  210 
 211 
Quasispecies composition 212 
 Seven HCV-1b isolates were studied in order to accurately characterize the 213 
quasispecies of NS5A V3 and V3-l domains. Four isolates were collected from 3 patients with 214 
HCC, 3 isolates from 2 patients with LC and, for one patient from each group, a second serum 215 
seven years later. The average number of clones per isolate was 28 in the HCC group and 22 216 
in the LC group, respectively, for a total clone number of 178. Finally, 167 sequences of 174 217 
nucleotides corresponding to V3 duplicated sequences were obtained. Eleven clones yielding 218 
non-duplicated V3 sequences (94 nucleotides in length) were excluded from further analysis. 219 
When examining an alignment of the 167 clonal sequences of the HCV-1b V3 domain 220 
obtained in this study combined with the HCV-J 1b prototype and those previously published 221 
(accession numbers: AY808004-AY808042 in the GenBank database), we observed that non-222 
duplicated sequences were aligned with the upstream V3 domain of our sequences 223 
corresponding to codons 2353 to 2379. Downstream V3 (codons 2383 to 2410) was the 224 
additional domain, so-called V3-like (V3-l) in our study. 225 
 226 
Phylogenetic trees 227 
 Phylogenetic trees built from aligned V3 and V3-l clonal nucleotidic sequences 228 
showed that V3-1 sequences clustered separately (Figure 2). Within these two clades, 229 
sequences were grouped according to the quasi-species of each patient. Clustering according 230 
to pathology was observed within the V3-l clade, where LC and HCC groups could be 231 
considered two sister clades despite a medium bootstrap resampling value (65). The V3 clade 232 
showed no specific distribution. The V3-l clade was genetically more distant from the 233 
outgroup (HCV-J) than the V3 clade. Furthermore, for each patient showing evolution to 234 
cancer, V3-l clusters exhibited longer branch lengths than V3, suggesting higher genetic 235 
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diversity for V3-l. No differences between the two paralogs in terms of viral evolution were 236 
found in the LC group. Viral evolution was analyzed in the two patients from whom 237 
sequential serum samples were available seven years apart: using the major clone 238 
evolutionary rate, the divergence time between V3 or V3-1 and the HCV-J prototype strain 239 
was estimated at fifty years, corresponding to the infection duration of our patients. Thus, 240 
these strains were transmitted after having already acquired the duplication. 241 
 242 
Clonal diversity of V3 domains as related to clinical outcome  243 
Via within-sample analysis, genetic distances calculated from V3 and V3-l sequences 244 
were shown to be similar in each clinical group (HCC V3: 0.041 vs. V3-l: 0.0476, p=0.34; LC 245 
V3: 0.0525 vs. V3-l: 0.0714, Wilcoxon-Mann-Whitney test, p=0.70) (Table 2). Comparison 246 
of genetic distances in each domain (HCC V3:0.041 vs. LC V3: 0.0525, p=0.63; HCC V3-l: 247 
0.0476 vs. LC V3-l: 0.0714, Wilcoxon-Mann-Whitney test, p=0.40) did not show any 248 
significant differences. Between-sample analysis concerned all distances from HCV-J of the 249 
HCC group sequences compared to the LC group. As expected, between-sample genetic 250 
distances were clearly higher than within-sample distances. In the HCC group, V3-l 251 
sequences were found to be more distant from HCV-J than V3 sequences (average genetic 252 
distances were, respectively, 0.3414 and 0.2618, Student’s t-test p<0.0001). In the LC group, 253 
V3 and V3-l sequences were statistically at the same distance from HCV-J (respectively 254 
0.2429 and 0.2353, Student’s t-test, p=0.24). Between-group comparisons in each domain 255 
showed statistically significant differences in genetic distances from HCV-J (HCC V3: 0.2618 256 
vs. LC V3: 0.2429, p=0.0007; HCC V3-l: 0.3414 vs. LC V3-l: 0.2353, Student’s t-test, 257 
p<0.0001). HCC V3 and HCC V3-l were found to be statistically more distant from HCV-J 258 
than LC V3 and LC V3-l, respectively. Within the HCC group, V3-l sequences were more 259 
mutated and thus more distant from HCV-J than those of V3. 260 
Analyzing positional Shannon’s entropy variations in one patient from whom sera 261 
before and after HCC development were available, we observed 10 positions exhibiting a 262 
significant increase in entropy after HCC occurrence. Three positions were located in the 263 
junction between V3 and V3-l, and 7 along V3-l. The same analysis conducted in a patient 264 
without evolution to HCC showed 6 positions of increased entropy distributed throughout the 265 
sequence, and two positions of depleted entropy (data not shown). In a comparison of the 266 
cancer group (represented on positive scale) to the cirrhosis group (negative scale), sequences 267 
corresponding to patients with evolution to cancer revealed higher variability at junction 268 
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amino acids 27, 28, 29 and 31, clustering particularly in the V3-l domain (positions 32, 35-36-269 
37, 39, and 41-42-43), as shown in Figure 3.  270 
 271 
Analysis of dN/dS ratios in V3 and V3-l regions  272 
 To assess selective pressure upon V3 and its duplicate, we computed, using within and 273 
between-sample analyses, the proportion of non-synonymous mutations (dN) and dN/dS 274 
ratios and compared them between V3 and V3-l according to their clinical group. In within-275 
sample analysis of the HCC group, the V3-l domain revealed nearly 53% more non-276 
synonymous mutations than V3 (ratio dN V3-l/dN V3 = 1.5327) vs. 38% for the LC group 277 
(dN V3-l/V3 = 1.3834) (Table 3). Along V3, the mean intra-patient dN /dS ratio was 0.363 in 278 
the HCC group vs. 0.342 (Wilcoxon-Mann-Whitney test, p=1) in the LC group (Table 2). 279 
When examining V3-l, the mean intra-patient dN/dS ratio reached a slightly higher but 280 
statistically non-significant value in the HCC group (0.495 vs. 0.391, Wilcoxon-Mann-281 
Whitney test, p=0.63) compared to the LC group (Table 2). In between-sample analysis of the 282 
HCC group, the V3-l domain exhibited about 19% more non-synonymous mutations than V3 283 
(ratio dN V3-l/dN V3 = 1.1901). V3 and V3-l domains of the LC group maintained the same 284 
number of non-synonymous mutations (ratio dN V3-l/dN V3 = 0.9101) (Table 3). When 285 
comparing each sequence of the whole HCC or LC group to reference strain HCV-J, the mean 286 
values of dN/dS ratios were found to be statistically different in terms of the V3 or V3-l 287 
domains (average ratios dN/dS on HCC V3 = 0.2945 vs. HCC V3-l = 0.2442, p<0.0001; LC 288 
V3 = 0.2290 vs. LC V3-l = 0.1896, Student’s t-test, p<0.0001) (Table 2). In each group, the 289 
ratio of V3-l to V3 kept the same values (Table 3). We next compared between- and within-290 
sample variability of each group of sequences. In the HCC group, dN, calculated by between-291 
sample analysis, was 6.67 times higher than dN obtained by the within-sample method for V3 292 
(vs. 4.37 in the LC group), and 5.18 times higher for V3-l (vs. 2.87 in the LC group) (Table 293 
3). Concerning dN/dS values, the ratios between/within had approximately the same values 294 
throughout V3 or V3-l in each group. Among sequences from the HCC group, non-295 
synonymous nucleotide changes increased to the same extent as silent mutations. In the two 296 
clinical groups, the overall selection ratio between the two domains remained the same.  297 
 Despite the fact that V3 and V3-l seemed to be submitted to overall negative selection, 298 
we sought to identify amino acids that might be positively selected in relation to their 299 
hydrophobic or hydrophilic properties. When computing dN/dS ratios separately for each 300 
codon of all aligned HCC group sequences (between-sample analysis), a total of 21 amino 301 
acids were found to be positively selected, with eight and ten amino acids belonging, 302 
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respectively, to V3 and V3-l domains. Three of the four amino acids that formed a junction 303 
between these two regions were positively selected. In the LC group, 13 amino acids were 304 
submitted to positive selection (4 in the V3 domain and 9 in the V3-l domain). In contrast, the 305 
four amino acids forming a junction evolved under negative selection (Fig. 4a). 306 
When comparing HCC and LC group sequences according to the Kyte-Dootlittle scale, the 307 
distribution of average hydropathy appeared to be statistically different in most parts of the 308 
amino acid sequence (p ranged from 0.0241 to 0.00001, Wilcoxon-Mann-Whitney test), 309 
except for residues 1, 2 and 18 (Fig. 4b). 310 
 311 
Physicochemical properties 312 
Disordered regions in proteins lack a stable 3-D structure. Because their flexibility 313 
facilitates multiple partner interactions, such proteins often interfere with cell cycle regulation 314 
[42]. Polar or charged amino acids, presenting low mean hydropathy, are disorder-promoting. 315 
Statistically significant differences between HCC and LC group sequences in amino acid 316 
composition and their physicochemical properties are shown in Figure 5. Within the HCC 317 
group, sequences were found to be enriched in disorder-promoting residues along V3-l and its 318 
junction with V3 (Fig. 4). At codons 29 and 31, HCC group sequences were depleted of 319 
neutral residues (D) and order-promoting residues (L), respectively, but were enriched in 320 
disorder-promoting residues, (E) and (P), respectively. Positions 27 and 31 were enriched in 321 
surface-exposed and high-flexibility residues (respectively, R and P) and were depleted of 322 
low-flexibility and buried residues (respectively G and L), while codon 27 was also found to 323 
be enriched in a positively charged residue (R) and depleted of neutral residue (G) (logos not 324 
shown). Along V3-l, six positions (39, 43, 46, 49, 55 and 56) were enriched in disorder-325 
promoting residues. 326 
 327 
Pattern/motif search 328 
In control sequences containing a non-duplicated V3 domain, one myristoylation site 329 
and one caseine kinase II (CKII) phosphorylation site were recognized by PROSITE. In 330 
contrast, five or six myristoylation sites and from two to four caseine kinase II 331 
phosphorylation sites were present along sequences containing V3 and its duplicate V3-l. 332 
Three myristoylation sites and two CKII phosphorylation sites were identified at conserved 333 
positions. No clear difference was observed between HCC and LC groups in the distribution 334 
of functional motifs. However, HCC group sequences seemed to contain fewer CKII sites in 335 
the V3-l domain. 336 
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Discussion 337 
  Compared to mutation changes, insertions or deletions are quite rare along the HCV 338 
genome. While deletions are likely to have damaging effects, insertions that are fixed by 339 
natural selection may be neutral or even beneficial to the virus [43]. Because NS5A is known 340 
to be potentially oncogenic, we studied NS5A V3 duplication quasi-species structure and its 341 
relation to HCC occurrence. Indeed, NS5A in HCV-1b variability has been well studied in 342 
correlation with responsiveness to IFN treatment, especially in the ISDR and V3 regions 343 
[44,45,46,47]. But only a few studies have investigated the relationship between NS5A amino 344 
acid variations in the PKR-bd region and HCC development in chronic HCV-1b patients 345 
[48,49,50]. To our knowledge, V3 quasi-species composition has not been studied in relation 346 
to development of HCC. 347 
In this study, three strains carrying V3 duplications were detected in the HCC group, 348 
two in the LC group and none in the CH group. Although the insertion prevalence was higher 349 
among patients with HCC, the difference between groups was statistically non-significant, 350 
probably due to the rarity of these inserted strains. The NS5A V3 domain seemed to be 351 
duplicated, as it contained a downstream tandem repeat of equal length (81 nucleotides, 27 352 
amino acids) without interruption of the open reading frame. Direct sequencing of these 353 
strains showed the presence of a 27-amino-acids insertion joined to the V3 domain by a four-354 
amino-acids junction.   355 
The NS5A carboxy-terminal region is known to be flexible and to tolerate insertions 356 
and deletions at low frequency without impairing viral replication [51]. Insertions of a few 357 
amino acids have been described within the ISDR, and probably play a role in immune 358 
response evasion [43]. Within the V3 domain, two permissive sites enabling  insertion of the 359 
green fluorescent protein (GFP) heterologous sequence have been identified, one after residue 360 
384 (corresponding to position 2356) and another after residue 418 [35]. Via transposon-361 
mediated mutagenesis, other permissive sites for 57 pb (19 amino acids) insertions have been 362 
reported at residues 396, 410 and 417 [52]. Interestingly, the 31-amino-acids insertion we 363 
describe in this work is located at residues 410-411. Its length suggests the absence of 364 
selective restriction, maintaining the V3 region at an adequate size.  365 
 HCV genetic variability has been studied mainly in the complete NS5A and ISDR 366 
regions. A few reports have analyzed V3 domain mutations in relation to antiviral therapy 367 
outcome, but none investigated V3 variability according to liver disease stage or HCC 368 
occurrence [44,53,54,55]. By between-sample analysis and in pre-treatment, Veillon et al. 369 
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(2007), when studying European HCV-1b strains, found genetic distances on V3 that varied 370 
from 0.1836 (responder group) to 0.1372 (non-responders) [54]. Jardim et al. (2009), 371 
analyzing Brazilian strains, and El Hefnawi (2010), using strains of diverse geographic origin, 372 
obtained a genetic distance in V3 domain of, respectively, 0.2510 and 0.272 for the responder 373 
groups and 0.2430 and 0.166 for non-responders [44,55]. Nousbaum’s study of American 374 
strains (2000) indicated shorter genetic distances in the V3 region in both patient response 375 
groups (respectively, 0.0521 for responders vs. 0.0291 for non-responders) [53]. Despite the 376 
fact that, in our study, between-sample analysis was performed by comparison with HCV-J, 377 
the values we obtained for V3 (0.2618 for the HCC group vs. 0.2429 for the LC group) and 378 
V3-l (0.3414 for the HCC group vs. 0.2353 for the LC group) were in the range estimated by 379 
the studies mentioned previously [44,54,55]. Among patients with evolution to cancer, 380 
duplicate V3-l showed statistically significant higher genetic diversity. Furthermore, the 381 
higher Shannon entropy values found in the HCC group were particularly concentrated along 382 
V3-l and its junction with V3, suggesting more pronounced complexity of these regions.  383 
Maintenance or loss of viral genetic variability depends on host immune selective 384 
pressure. HCV evasion strategy is based on overall increased variability. Although both dN 385 
and dS increase with the duration of chronic infection, a decrease in the dN/dS ratio is 386 
observed in the HCV genome over time, since selection pressure could act to preserve viral 387 
proteins [56]. Therefore, estimated duration of HCV infection is important for interpreting 388 
selection pressure ratios. The duration of HCV infection was very similar in our HCC and LC 389 
groups (respectively, 46.7 vs. 46.5 years). Within the HCC group, V3-l was characterized by a 390 
higher dN/dS ratio than V3 (respectively, 0.4947 vs. 0.3634), especially in within-sample 391 
analysis, as linked to individual host balance. According to Li et al. (2008), the lowest dN/dS 392 
ratios, determined over the whole HCV genome, occurred at 21-38 years after infection, 393 
associated with advanced liver cirrhosis or severe liver disease (respectively, 0.096 vs. 0.211 394 
in case of mild liver disease) [56]. We observed higher ratios even at 40 years after infection, 395 
but our study focused on the hypervariable V3 zone only. Previously referenced studies 396 
focusing on V3 genetic distances during antiviral therapy also established dN/dS ratios, 397 
without indicating the stage of HCV-induced liver disease. According to Nousbaum’s study 398 
(2000), the NS5A V3 region appeared to have a dN/dS ratio of around 0.5, higher in the 399 
responder group than in non-responders, suggesting that the region may be under positive 400 
selection pressure [53]. In contrast, Jardim’s study (2009) found very low dN/dS ratios in this 401 
region (0.0060 in between-sample analysis) [44]. However, our results are consistent with 402 
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those of Veillon’s study that reported a dN/dS value of 0.393 in the responder group in 403 
between-sample analysis [54]. 404 
Because duplication of a gene can lead to differentiation of the paralog, and thus to 405 
fixation of amino acid changes, we next identified the residues that were under positive 406 
selection pressure within each clinical group. In both groups, the V3-l domain exhibited a 407 
trend to fixing more mutations. In the HCC group, selection pressures were found to be 408 
positive at eight positions (29.6%) belonging to the V3 domain, and 10 positions (37.03%) of 409 
the V3-l domain. In the LC group, positive selection acted, respectively, on 4 (14.8%) and 9 410 
positions (33.3%). These results are consistent with the Cuevas study (2008), which reported 411 
10 of 24 V3 amino acids (41.7%) evolving under positive selection during therapy [46].  412 
Amino acid changes were next analyzed for their physicochemical properties. A 413 
change in an amino acid group (hydrophobic or polar) suggests a modification in protein 414 
structure. However, the secondary structure of the NS5A carboxy-terminus remains unknown. 415 
Interestingly, sites undergoing positive selection were also those affected by hydropathy 416 
changes. By comparing average hydropathy profiles along V3 and V3-l, we observed that, 417 
overall, sequences from HCC group patients were more hydrophobic than those from the LC 418 
group, except for the region located between codons 25 and 35, that was clearly more 419 
hydrophilic and thus more strongly exposed. When combining logos predicting amino acid 420 
intrinsic properties, the sequences from HCC patients were found to be enriched in disorder-421 
promoting residues between amino acids 27 and 31, corresponding to the junction between 422 
V3 and V3-l, and along the entire V3-l sequence. Among patients with HCC outcome, the 423 
short joining region was also enriched in surface-exposed and high flexibility residues. Thus, 424 
when comparing strains of the same infection duration, the additional V3-l domain seemed to 425 
be more divergent among patients with HCC outcome, notably because of some sites 426 
subjected to positive selective pressure located at the junction and along V3-l.  Quasispecies 427 
analysis of these oncogenic strains showed that these regions were enriched in disorder-428 
promoting amino acids and that the junction between V3 and V3-l was disordered, surface-429 
exposed and of high flexibility.  430 
Some authors used in silico methods to predict NS5A carboxy-terminus secondary 431 
structure. According to El Hefnawi [57], the region located at 374-410, overlapping V3, is 432 
intrinsically disordered, 100% exposed and of low complexity. Disorder-promoting amino 433 
acids are less exchangeable in disordered regions than in ordered ones, indicating a potential 434 
functional role, as possibly played by V3-l in HCC patients. Disordered proteins are also 435 
characterized by their preponderance toward contain tandem repeats [42].  436 
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Promiscuous proteins work as hubs in the cellular protein interaction network. They 437 
play a key role in cellular signaling pathways, the dysfunction of which may lead to 438 
carcinogenesis [58]. These proteins, engaged in multiple protein-protein interactions, can 439 
increase their fitness in the interaction network by incorporating intrinsic disorder and 440 
sequence repeats. Among HCV proteins, NS5A is one of the most strongly connected, 441 
interacting with a plethora of cellular proteins involved both in cell growth and apoptosis 442 
regulation [59]. Like other oncogenic proteins such as the SV40T antigen, papillomavirus E6, 443 
adenovirus E1B 55-kDa and HBx from HBV, NS5A is able to hold tumor suppressor p53 in 444 
the cell cytoplasm and to disrupt p53-p21/WAF1 cell cycle pathways. According to Lan [60], 445 
the NS5A C-terminus (amino acids 2135 to 2419) interacts with p53. We suggest that, among 446 
strains we have studied with known cancer outcome, V3 duplication, by addition of a 447 
disordered flexible V3-l domain, has as a consequence the enlargement of its available 448 
binding surface area, likely to more drastically interact with p53. Another argument 449 
suggesting a modification in NS5A V3 conformation is the increase in possible myristoylation 450 
sites due to adjunction of the V3-l domain. According to Yamasaki [61], covalent myristate 451 
binding is not reversible and could modify the protein’s hydropathy profile and its interaction 452 
network. 453 
 Gene duplication is a common phenomenon, known in all three domains of life, 454 
among which it represents a means of supplying new genetic material and contributing to 455 
organism diversification. After duplication, the additional gene or paralog, released from 456 
selective pressure, could have the possibility of divergent evolution, thus acquiring new 457 
functions. Evolution through duplications, deletions and mutations has been described for a 458 
few flavivirus genes. In the present work, we confirmed the relationship between V3 459 
duplication and HCC occurrence, as reported in a transversal epidemiologic study (Le Guillou 460 
et al., unpublished data). The significance of this finding remains unclear and must be 461 
confirmed by other longitudinal studies. Whether or not V3 duplication has functional 462 
consequences might be ascertained by interactome methods [59].  463 
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Figure legends 
 
Fig. 1: Alignment of sequences obtained by direct sequencing of NS5A V3 PCR 
products. The V3 domain is shaded in light gray, the additional domain V3-l in dark gray and 
the 4-amino-acids junction in black. Dots represent conserved positions in comparison to the 
HCV-J sequence (top, light gray zone), or to the same sequence artificially reported in the 
dark gray zone (HCV-J*). K: patients with subsequent HCC occurrence; C: patients with liver 
cirrhosis. The alignment was edited using GeneDoc 2.0.1. 
 
Fig. 2: Phylogenetic tree drawn from 167 clonal sequences of NS5A V3 and its paralog 
V3-l. Condensed taxa from each patient are represented by a proportional triangle; black for 
patients belonging to the HCC group and gray for LC patients. The HCV-J strain was 
included as an outgroup. The tree was built with neighbor-joining method, with a Kimura 
two-parameter model. The scale bar represents 2% of nucleotide sequence divergence.  
 
Fig. 3: Duplicated V3 relative Shannon entropy comparing cancer (positive scale) and 
cirrhosis groups (negative scale). V3: amino acids 1-27; V3-l: amino acids 32-58. Entropy 
was calculated using the Shannon Entropy-Two tool available at the HCV LANL database. 
Positions exhibiting significant differences in variability for the cancer group are labeled in 
black and grouped in the dotted line square zone. 
 
Fig. 4: Graphic representation of variable selective pressures along V3 and V3-l 
sequences (A) and their hydropathy profiles (B). V3: amino acids 1-27; V3-l: amino acids 
32-58. A) dN/dS ratios calculated by between-sample analysis using the SNAP tool available 
on the HCV LANL database. dN/dS values are depicted at the y axis in HCC (HCC 
occurrence in black) or the LC group (LC without evolution to cancer, in gray). Codons are 
indicated at the x axis. B)  Kyte and Dootlittle plots of HCC (in black) and cirrhosis groups 
(in gray) were calculated using the DAMBE program, with a smoothing window equal to six 
residues. Each point of the curves is the clone set hydropathy average index. Amino acid 
positions are indicated at the x-axis; hydropathy values are indicated at the y-axis. 
Fig. 5: Two-sample logo of HCC sequence amino acid properties compared to those of 
LC. Enriched amino acids in the HCC group are shown on the positive y-axis, depleted amino 
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acids on the negative y-axis. Disorder-promoting residues: A, R, S, Q, E, G, K, P; order-
promoting residues: N, C, I, L, F, W, Y, V; disorder-order neutral residues: D, H, M, T.  
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